® BUNoeneruBUK ® Offenlegungsschrift 

DEVrSCHLHID @ QE 100 41 541 A 1 




DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



® Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



10041 541.5 
24. 8.2000 
14. 3.2002 



Irrt. CI.^: 

C07K16/00 

C 07 K 14/435 ^ 

A61K38/17 ^ 
C 07 H 21/00 

C 12 N 15/63 ^ 

C 12 N 15/13 S 

in 

O 
O 



LU 

o 



© Anmelder 

Duchene, Michael, Dr., Wien, AT 

® Vertreten 

Weickmann & Weickmann, 81679 Munchen 



® Erfinden 

Duchdne, Michael, Dr., Wlen, AT; Binder, Marina, 
Wien, AT; Mahler, Vera, 91064 Eriangen, DE; Hayek, 
Brigitte, Wien, AT; Prozell, Sabine, 10407 Berlin, DE; 
Schdiler, Matthias, 10247 Berlin, DE 



Dfe f olgendon Angaben sIimI dan vom Anmelder eingerafchtan Uirterlagen entnommen 

@ Rekombinante Allergene aus der Motte Plodia interpunctella 

@ Die Erfindung betrifFt rekombinante Allergene p40 {At- 
gininldnase), p33 fTropomyosinl, p84 (Aryiphorin) und 
p27 (efne Oxidoreduktasa} aus der Dorrobstmotte Plodia 
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gnostfsche und therapeutische Anwendungen der be- 
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Beschreibung 

[0001] Die VQigestellte Erfindung befaSt sich insbesondere mit dem Problem der alleigischen Reaktion auf Invertebra- 
tet^xotBiDB am Beimel der AUexj^e gegen IVoteiiie aus der Doirobstniotte Hodia inteipuiKiteila. Sie beschreibt lekom- 
S binante MoleldilB, die voo vier Alleigenen £eser Spezies abgeldtet sind imd ihre Anwendung fOr Diagnose und Tbera- 
pie von Allogien irnd die D^eioioo voo AUeigenen in da Umwelt des MenscbeiL 

HintergiuDd der Erfindung 

10 [0002] Bis zu 20% der BevQlkerung der Industriestaaten Idden unter lyp I alleigischen Symptomen (Rhinitis, Kon* 
junktivitis, brOTchialem Asthma) (Myamoto ct al., 1992). Bei der lyp I Alleigie biodet das Allergen an IgE-Antikoipcr 
auf der OberflSche von MastzeUeo. Das Ig£ ist an die hochaffinen Fce^-I^£z^>^oiea gebundeo, die durch die zusatzli- 
che Bindung der AUeigene qu^vemetzt werden uxxl damit der Mastzelle signalisier^ biologiscbe Mecfiatoreo wie zum 
Beispiel Histamin fieizus^zen (Segal et aL, 1977). In den veigangenen Jahzen ist gezeigt worden, daB AHergene meist 

IS wasseilosliche Ptoteine sind, die in vielen Fallai in rekombinanter ^om erzeugt werden kdnnen (Kraft et aL, 1999). 
Noch vor wenigen Jahren wuide ausschlieBlicb speziesspezifische Allegiediagnostik betrieben, bei der Gesamtextrakte 
natiirlicher AUeigenquellen, z. B. yod Bollra oder 'neifaaaiextrakte als Antigen eingesetzt wurden. Diese Extrakte sind 
biocfaemisch nicht genau definiert, manchmal fbhlen wicbtige aUergeoe KotnpoDenten. Deshalb wild in den veigangenen 
Jahrra in zundunender Weise dne komponentenspe^fische Diagnose (CRD, "component icsolved diagnosis") mit Hilfe 

20 von gut definierten, lekombinanten AUeigenen dngefQhit (Valenta et aL, 1999). 

[0003] Waliiend die AUezgeoe auBerhalb des Hauses meist mit PfianzenpoUen assoziiert sind, kommen im Haus mehr 
Alletgene aiis 'Heran vor, sowobl von Schlhllingen als auch von Haustieien, Bei den Scbadlingen steht als AUeigenqueUe 
die Hausstaubmilbe, ein Spinoeatier (Thomas und Smith, 1999) an orsta- Stelle. Besonders in den USA ist die KUchen- 
schabe, ein flQgelloses Ihsekt, audi als AUogenquelle widitig (Rosenstrddi et al.» 1997; yoa ^jnen et al., 1997). Von 

2S bdden sind eine Reibe rekoDc^nanter Alleigene bekannt (Aiiuda et al, 1995; Thomas und Smith, 1 999 1 . Bine zu^tzli> 
che AUezgenqueUe im Haus sind Sdummdpilze, von denen in den letzten JalireD ebenfalls mehrrare alleigene Kompo- 
nenten charakierisiert und fOr die Diagnostik eingesetzt wurden (Unger et aL, 1999). 

[0004] Diese Erfindung befaBt sich out einer bisber kaum untersuchten Alleigenquelle im hauslichen Bereicb, den 
Molten. Bei iden Molten handelt es sich um Insekten, um echte Schmettedinge (Lepidoptora). Die Hauptvertieter sind 

30 Plodia intezpunctella, die Donobstmotte, im raiglischen Sprachgebrauch "Indian tneal moth" und Uneola bisseliella, die 
Kleidermotte, "webbing clothes moth". Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf P. interpunctella, aileidings sind die 
verschiedenen Mc^enarten nah verwandt und deshalb ist zu erwarten, daB die Alleigene der verschiedeoen Mottenarten 
immunologisch kieuzieaktiv sind. Die DSrrobstmotte ist ein Nahrungsmittelparasit, sie wird baupts^hlich in der Kikrhe 
gefundm und befall! trock^ie Nahningsnnttel wie Niisse, Donobst, Sc^x^olade, Hafer, Maismehl, Miiesli. £s wird vei- 

35 mutet, dafi die Donx^stmotte aus Sik^meiika stammt Sie ist der haufiste NahrungsmittelschSdling in den amerikani- 
schen Haushalten und wurde deshalb im Mai 1999 vom Department of !&iviionmental Health & Safety der Harvard Uni- 
versitSt zum **Sch3dling des Monats ** gewShlt (ht^:/Awww.uos.harvaid.edu/ehs/hot_topics/pom_nieal_moth.html^ 
Auch in den deutschen Haushalten ist die Doirobstmotte haufig (zum Beispiel: Vxratsscbgdling Ni; 1: die Dorrobst- 
motte. Sendung im Westdemschen Rundfunk am 9. Mai 1997, von Michael Wiegert- Wegener). Abge5tort>ene Motten 

40 tiocknen aus und landen typischeiweise Qbo: den Hausstaub im Staubsauger Dieser st5Bt gro&e Mengen von winzigen 
Staubpaitikdn aus, die auch Proteine der eingesaugten InsektBD und damit potentieUe AlleigeDe enthalten. 
[0005] Bisher ist noch von kdnem AUeigen aus iigendeiner Mottenspezies die Struktur ai^geklSrt worden. AuBerdem 
gibt es noch kcine Publikation in der gesamten medizinischen Uteratur (Medline), die sich mit der DCTiobstniotte im Zu- 
sammenhang mit Alleigie beschaftigt. Dennoch gibt es eine kleine Zahl von Publikationen, die sich mit Alleigien gegen 

45 andeiB Motten beschaftigen. Die Studie von Baldo und Panzani (1 988) charakterisieit Extrakte veisdnedener Insekten- 
spezies, daiunter auch der Kleidermotte CHneola bisselliella) mit IgB Immunoblots, enthSlt jedodi kdne Prim^truktu- 
len. Mehreie Publikationen berichten flber aUeigische Reaktiooen gegen Motten oder Sddenraupen bd beruflicher Ex- 
position, zum Bdspid mit Sddenrai;^ (Komase et aL 1997, Suzuki et aL, 1995, Wang et aL, 1994), verschiedenen 
Schmettedingen (Davis and Jenkins 1995), oder Mehlmotten (Storms et aL, 1981). 

SO [0006] Die voiliegeDde Erfindung stellt vieriekombinante Alleigene aus der wichtigsten Nafarungsnnttelmotte ffir ver- 
schiedene medizinisch-diagnostische, umwdtanalytische und tberapeutische Zwecke zur Msrfilgung. 
[0007] Homologe dcx vier beschriebenen Alla:gm sind in verschiedenoa Speaes in der V&igangenbeit berdts unter- 
sucht worden, es handelt sich um Aigininkinasen, Ih^myosine, Aiylf^onne und eine Familie von Oxidoieduktasen. 
IVopomyosine sind als AUeigene gut beschrieben (Reese et aL, 1999) und auch zum Aiy]{^x3rin als AUeigen bei Scbaben 

ss (Peiiplaneta americana) gibt es eine Publikation (Wu ct aL, 1 996). In der Literatur sind auch schon einige Redox-Enzyme 
als AUeigen beschrieboi, haupts^Uch bei Pilzen und Pilanzea Das Protdn, das zu der gefundenen Oxidoreduktase aus 
der Motte am nacbsten verwandt ist, ist die bakterieUe (Hukose-l -Dehydrogenase (Magao et aL, 1992), welche selbst 
nicht als AUeigen bekannt ist Die Aigininkinase ist hingegen noch nicht als AUeigen identifizLort woid^ auch wenn in 
eino* Publikadon Ub^ ein AUeigen Psur f 1 aus der Gan^le Parapenaeus fissurus Pepddsequcnzen v^-dfTentUcht wurden, 

60 die SequenzahnUchkdten zu Aigininkinasen andcrer Spezies aufwreisen (Lin et aL, 1993). Diese AhnUchkdten wurden 
jcdoch in der ^icSffentUchung nidit beschrieben. Die Aigininkinase ist dn Enzym, das in Muskeln von Invertebraten 
Argininpbosphat als Eneigie-Reservestofif bildet (Wyss et al., 1995). Auch bd Inskten wurde die Aigininkinase in ihier 
PrimSistruknir aufgddM (Kuchar^ und Males;dca, 1998), aUerdings nie als AUeig«i beschneben. 
[OOtffi] Die wof^egendc Erfindung basiert auf der Erkenntnis, dafi dSe Doirobstmotte, die in unseien W)hnungCT sehr 

6S h&ufig als NahrungsmiUelschadling auftntt, auch eine AUergenquelle darsteUen kann. Etwa die HEfle der untersuchten 
Patientenseien wiesen IgB gegen MottenaU^ene auf. Die Erfindung steUt molekular genau definieite Reagenzien zur 
Verfiigung, die von den beschnebenen AUeigen p40 (Aigininkinase), p33 (IVopomyoan), p84 (Aiyl{^iorin) und p27 
(Oxidoieduktase) abgdeitet dnd und dneisdts eine exakt definierte und einfache in vitro und in vivo Diagnose und lb&- 
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rapie der Alktgie g^en Motten eimdglichen, andeieiseits den Nachwds von Mottenprotdnrai in PtobeD aus Haushalt, 
Scbule Oder Betrieb. IKe Bezdcfaiunsgen der Allagcne crfolgen in Anlebnung an Hue Molekulaigewichtc in kDa. 
[0009] Das Allttgcn p40 isl Gbeidies ein neues Panall«agai vgq wiibclloscn Harcn, das auch in der Hausstaubnrilbc, in 
der Scbabe und in MeeresfrQchten gefiinden wild und in diesen Spezies immunologisch verwandt tnit p40 aus der Motte 
ist So ist es dcnkbar, daB man sich duich den Kontakt nut Motten oder NGlben sensibilisietrt iind in d^ Folge eine Nab- 5 
rungsimttelallci:gie gegen Meeres&Qchte entwickelL Fiir die Untersuchung einef solcbra Kieuzsoisibilisieiiing konneo 
das r^ombinante p40 oder nabe verwandte MolekOle eingesetzt werdeo. 

Beschieabimg der Erfindung 

10 

[0010] Die Erfindung betriSt edne NukieinsSure» kodierend fOr ein alleigenes Polypqjdd, um&sscnd 

(a) edne der in SEQ ID No. 1, 3, 5 oderTdazgestelltenSequBnzenoda'einFk^agnientdavon, wekhes& 
gene Detenninante davon kodiert 

(b) cine von ein«r Sequenz gemSfi (a) auf Grund einer DegeneiatiOT des graedschen Codes abwdcheode Sequraiz, is 

(c) cine Sequenz mil einer Idendtat > 809b zu einer der Sequenzen unter (a) und/oder (b) oder 

(d) dne Sequenz, die mil einer der Sequenzen gemMB (a), (b) undAod^ (c) unter stnngenten Bedingungen hybridi- 
siert, 

sowie eine Nukleins^uie, umfasseod dnen Berdcfa, der fOr dn Pdlypepdd mit dner in SEQ ID No. 2, 4, 6 oder 8 
daigestellten Sequenz kodiert. 20 

[0011] Bin enter Aspekt der Erfindung sind lekanibinante DNA-Molekiile, die Nukleoddsequenzen Q) aufweasen, die 
Polypeptide kodieren, die die Antigenitat do: AUeigene p40, p33, p84 oder p27 besitzrai und aus Aithiopoden isoliert 
sind, Oder Nukleotidsequcnzai (II), die mit solchen Nukleotidsequenzen CD untear hochslringcntcn Bedingungen hybridi- 
siezen. Die lekombinanten DNA-MolekCUe unfassen auch degeneiierte Vbrianten dieser NukleotidsequBDzen. 7S 
[0012]^ Die rekombinanteo DNA-Molekule kdnnen audi Nukleotidsequenzen enthaken^ die flir Polypeptide kodieren, 
die antigene Kreuzreaktivitai und cinen hohcn Grad von IdcntitSt (voizugswcise > 50%, insbesondcrc > 60 % oder > 
75%) mit den AUcigenen p40 p33, p84 und p27 aus Arthropoden besitzcn, die in der Abb. 3-^ angegeben sind. Die Be- 
zeichnungeo p40. p33, p84 und p27 beziehen sich auf die Molekulaigewichte der Polypeptide in kDa. 
[0013] Der Ausdruck "Hybridisiarung unter hochstringenten Betfingungen" gemSB der vorliegenden Erfindung wird 30 
wie bd Sambrook et aL (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989) 1.101- 
1.104) vowcndeL Bevwzugt liegt dne hochstringente Hybridisicrung gemaB der vorliegenden Erfindung yor, wenn 
nach Waschen fib- 1 Stunde mil 1 x SSC und 0,1% SDS bei 50°C bevarzugt bei SS^'C mehr bevorzugt bei 62°C und am 
mdsten bevOTZugt bei 68X, und mehr bevoizugt fur 1 Stunde bei 0,2 x SSC und 0,1% SDS bd 50^, bevoraugt bei 
55°C, mehr bevorzugt bd 62*1; und am meisten bevorzugt bd 68°C noch ein positives Hybridisicrungssignal beobachtct 35 
wccden kann. 

[0014] Der Ausdruck "IdentitSt", wie hierin veiwendet, kann durch die Gleichung I(%) = 11 - V/X] X 100 definiert 
werden, worin I die Identitat in % ausgedrikkt bedeutet, X die (jesamtzahl der Nukleobasen dner Nukleoddsequenz fiir 
p40, p33, p27 Oder p84 ist und V die Anzahl an davon abwdchenden Nukleobasoi der zu veigleichenden Sequenzen isL 
[0015] Ein zwdtcr A^)dct da: Erfindung sind rekombinante ExpressiOTsvektoren Oder lekombinante Klomerungssy- 40 
steme, die eine ExpressionskontroUsequenz aufWeisen, die operativ tnit einem der oben beschriebeoen Molekfile ver- 
knfipftist 

[0016] Ein dritter Aspekt der Brfindung ist eine ^utszeUe, die mit einem rekombinanteo MolekQl oder einem Vektor 
nach dem eistea Oder zwdtoi Aspekt der Erfindung transfbrmieit ist 

[0017] Ein vierter Aspekt der Erfindung ist ein lekomhinantes oder synthetisdies IVotdn oder I\>lypep1id, das antigene 45 
B^tapa der p40, p33, p84 oder p27 MolekOle besilzt, die in den Aniinos3uresequenzen von Abb, 3-6 enthallen sind. Das 
Ptoldn Oder Wiypcpnid kann dabd mit einem wdtcren bctwologen Polypeptid wie dner zellulosebindenden Domane, 
p-Galaktosidase oda- Glutaifaion-S-Transferase oder iigendeincm andeien Polypeptid fusionicrt sdn, das in prdcaryon- 
tischen oder eukaxyontischen Zellen eKprinrieit werden kann. Das Protdn oder Polypeptid, das tnit p40, p33, p84 oder 
p27 kreuzreakdv ist, kann dabd nrit analytisch nachwdsbaien Gruppen oder nrit wass^lSslicben oder wasserunl5slicben 50 
Pbasen kcmjugiert sdn, die fur die Durchfiihrung des Nachweises von Andkfitipem wie zum Beispid IgA, IgD, IgE, IgG 
Oder IgM gedgnct sind. In den Aspckten der Erfindung, die sich mit in vitro Diagnostik befasseo (siehc untcn), kdnnen 
die P^)tide der Erfindung a) an eine wassemnlosliche Phase durch physikalische Adsorption oder eine kovalente Bin- 
dung gekoppelt sein oder b) kovalent an dne analytisch nachwdsbare Gruppe (Markimmg) gekoppelt sdn, 
[0018] Die erfindungsgemaBen Polypeptide oder Fragmentc davon, wdchc antigene Determinants enthaltcn, kSnncn 55 
als Immunc^CTe zur Hcrstellung von Antikcspera eingesetzt werden. Zur Herstellung von fOr die aileigenen Determi- 
nanten ^)enfischen Antik&p«n kckinen Standan^xx>tokolle berangezogen werden. Die AntikOiper kdnnen Hann z. B. 
zum Nachweis von AUezgenen und/oder zur Tlierapie veiwendet werden, 

[0019] Die Erfindung umfaBt wdtaliin dne pharmazeutische Zusammensctzung, umf assend eine Nukleinsfiure, dnen 
Vektor, eine Zellc, dn Polypeptid oder eincn Antikoipci; wie hiciin definiert, als TOrkstoff. Die pharmazeutische Zusam- tio 
mmsetzung kann phammzeutisch annehmbaie HilfsstofiPe sowie ggf. wdtere l^ikstofib enthalten. Die pharmazeutische 
2xisanmiensetzung kann fiir diagnostische odei/und therapeutische Zwecke verwendet werden, insbesoodere fiir Ihera- 
pie od»^nd Diagnose von allexgisdtien Eikrankungen. 

[(MX20] Der fUnfte Aspekt der Erfindung ist eine in vitro ftfethode der Diagnose von Alk 

idne. die die humoralen Antikdipcr bestimmt, die gegen die Artbropodoiproteme gcrichtet sind. Die umfaBien AHei^en 6S 
sind meistens gegen Tnsekten gerichtet Die idevanten Antikdrper sind meistens vcm der IgE Klsse, aber auch Ig&At>- 
tikfiiperkQmieowiditige Information fiber die AUeigielie^ um^tdieseMethodiB den Kontakt einer 

K^SrperflOsslgkdt aus dnem Platientm mit einem Polypeptid der Brfindung. Die MdigenveriiSltnisse und BedBngungen 
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werden so gewShlt, dafi sich Imniunkomplexe zwiscben dem Polypeptid und Antik&peiD in der I^be in einer Menge 
ausbilden, die dne FUnkdon der Menge der Andkaiper in der Vrdbc isL Der Lamnunkomplm wird dann not einer der an 
sich bekannten Methoden gemessen. Etwas spezilischer ausgedrOckt, eine bevoizugte Metbode dcs ftinften Aspelos der 
Erfindung bestefat dann, eine Probe einer K^perflassi^eit, cfie zum Bdspiel IgB-Antikarper eothalt, mit dnem Foly- 

5 pepfdd der BrfiDduzig mid dnem Anti-Ig&Antikarper in Kcmtakt zu bringen, so dafi sich ein l^Polypeptid- And-IgB- 
Innnunkomplex bildet Im Nonnalfall ist cntwedor das Polypepdd odcx der And-IgE-Antikoipq: an dne feste Fhasc ge- 
koppdu die eaatwcdcr unlSsHcfa ist, oder im Ibstpuffdr ge^llt werdeo kann, so daB d^ Immunkomplex von demlbstpuf- 
fer getiKint weideo kann. Der Deteklionsschritl kann in dieseo \^anteo unter Verwendung einer analytisch nachwds- 
baieD Gii^)p& (Maikieiung) ausgBfiibrt wezden, die eotweder kovaienl an den Ig&AntikKkper gek(^)pelt ist (in diesem 

10 Fall ist das Polypeptid an de Festphase gekoppelt) oder an das Polypeptid (in diesem Fall ist der Anti-IgE-Antikorpea: an 
die Festphase gek<^lt). Wenn Ig&Antikfitper bestimmt wevdoi sollen, dams wisd der And-IgE-Antik6rper durch d- 
nen Anti-IgG-Antikdiper eisetzt 

[0021] Bin sechster Aspekt der Erfindiing ist eine Methodey die, voizugsweise in vitro, dne zellulaie Reakdon, imbe- 
sondeie eine Itnnuinieakticxi, auf das Polyp^}tid der Hrfindung mifit und dn lekombinantes oder sy nthedscbes Polype|;>- 

15 tid wie im vicrten Aspekt bescbrieben venvendet, um die zellulare Reakti<xi, insbesondeie die Immunreakdon, zu stimu- 
lieren. Als zellul&re Reakti<na3 kfinnen die Histamin&eisetzung aus basophilen Granulozyten oder die Proliferation von 
T-Lymphozyten, gemessen durcb Aufbahme von ^-Tbymidin gemessen weiden, ebenso die Stimulation von eosinopfai- 
len Granulozyten, gemessen dutch die Fidsetzung von Medialoieo, wie zum Beispid dem eosinof^en kationischen 
Ftotein. Die Ptobai» die in den oben bcschrieb^ Methodoi veiwendet werden, sind mdstens aus Blut gewoonoi, wie 

20 zum Beispiel heparinisiertem VoUblut^ Senim oder Plasma. 

[0022] Ein siebenter Aspekt der Eriindung betriflft nur das p40 Allezgen und besteht dann, duich Messung der Enzym- 
aklivi^ des p40 AUeigens und seiner Homologen, der Aigininklnaseaktivitat (EC Z7.3.3X das A^nfaandensein von Ar- 
thropodeoalleigeQea in Proben aus der Umwelt des Mensdien zu messen, beispielswdse in Staubproboi aus Haushalt 
Oder Betrieben. Die Aigininkiiiase katalysiert die reversible Umwandlung yod IrAigimn und Adenosintriphosphat 

2S (ATP) in N-Phospho-L-Aiginin und Adenodndiphosphat (ADP). Fur die Messung der Aigimnkinaseaklivital sind in der 
Literatur Standazdmetfaoden bescfaziebezi, die zum Bdsfnel das entjatB^^^yy^fi IVodukt ADP indiiekt messen (Anisike et aL 
1975). 

[0023] Der achte Aspekt der Erfindung bestdat darin, mit Hilfe dnes Immunoassays das Mjrhandaisdn der p40, p33, 
p84 oder ^01 All^ene oder deien Homologen in Proben aus der Umwelt des Menschen zu messen, beispidsweise in 

30 Staubproben aus Haushalt oder Betiieben. Der Inununassay besteht darin, dafi man dnen monddonalen Antikoiper aus 
der Maus» der nadi Standaidmetboden gegen cines der Polypepti(te der Erfindung gcwofonea wird, oder ein Antisennn 
aus dn«n Wirbcltio; wie zum Bdsjacl, KanitKhcn, Ziege, Schaf, Huhn, das gegen dnes d«" Polypeptide der Erfindung 
g«ichtEt ist, mit der Umweltprobe in Kcmtakt bringt, e auf die p40, p33, p84 oder p27 Allergene oder dmn Homolo- 
gen getestet werden solL Dabd ist der erste Antikdiper oder das Antiserum typischerweise kovalrait odw nichtkovalent 

35 an cine feste Phase gekoppelt, die Umweltprobe wird in wassnger Losung oder in einem polaten Losungsmittei gdost 
angebotcn. Nach ciiwm Waschschritl wird das gebundenep40, p33, p84 oder p27 Allogen oder seine Homologen mil ei- 
nem zweiten, markiertoi mooddonalen Antikdiper oder dnem Antiserum detektiert 

[0024] Bei diesem Verfahren kann insbesondeie dn p40-Homologes aus dner beliebigen Spezies, besonders bevor- 
zugt aus Motte oder Mtlbe, am meiseo bevoizugt aus Hausstaubmilbe^ ein p33-Homologes aus einer Schmett^ngsait, 

40 insbesoodere Motte, ein p84 Homologes aus dncr wirbellosen Spezies, insbesondeie eino: Schmett^ngsait odeiAind 
ein p27-Homok)ges aus edner bdiebigen Spezies, insbesondeie von einer Arthrppodenait bestimmt wenieo. 
[0025] Der neunte Aspekt der Erfindung besteht darin, aus dem synthetischen oder rekombinantoi Pnlypqstid der Er- 
findung ein Aizneimittel hearzustellen, das zur HyposeosibiUsaerang (Immunolherapie) von Patieotrai nnt AUeigie gegen 
p40, p33, p84 od^ p27 oder deren Hamoiogen eingesetzt weiden kann. 

45 [0026] Der zefante Aspekt der Erfindung bestefat darin, solcfae R-agmente oder Ibilpeptide oder Mulfimero des Poly- 
p^tids der Erfindung horzustellen, die zwar dn oder mehiere Epitope, insbesondeie JgjE^ IgG odei/und IgA-^tope, der 
p40, p33, pS4 Oder p27 AUeigene oder deicn Homologen enthalten, aba- nicht oder nur in einem staik eingeschrankten 
MaB zu einer anaphylaktiscbmRealoioa fOhrm kdimen. Multimere eines AUeigens wirken oftmals wonger anaphylak- 
tisch ailsMonomere. IgG und IgA-Epatc^ kdnnen eine geiingeie anaphylaktische lA^rkung als IgE-Epitope au^eisen. 

SO Diese Derivate der Polypeptide der Erfindung kdnnen zu einem Aizneimittel entwickelt weiden, das ent weder zur passi- 
vcn 'Ricr^e des Effeklororgans eingesetzt werden (Nase, Conjunctiva, Lunge), inn einer Freisetzung von Mediatoren 
bd dner spateien Allergene^position vorzubeugen, oder ebenfalls zu einer aktiven Immunothexapie im Sinne dner Hy- 
posensibilisierung, 

[0027] Ein weiteier Aspekt der Erfindung betii£ft ein diagnostisches Mittd zum Nachweis einer Alkigie bd einem Pa- 
55 tiaiteo, wobei dieses Rfittcl ein Polypepdd oder cincn AntikCiper wie oboa bcschricbcn, enthSll. 

[WJIS] Mit den ErkenntnissOT der vwlicgenden Erfindung ist es moglich, dne speziesspezifische Allcigiediagnostik 
unter Verwoidung einor Motle, insbesondoe der Ddnobstmotte zu betreiben. Keizu kfinnen die Doirobstmotte, Ex- 
tiakte davon, wie etwa Gesamtextrakte oder einzehie Bestandteilej insbescodere in Form von Ibilextiakten zur Bestitn- 
mung einex alleigischen Reakti<^ beispidsweise als Antigen dngesetzt werden. 
60 [0029] Danebeo ist es auch mOglich, eine kompOTcnten^zifische AUeigiediagnostik durchzufiihren, in dem Pioben 
auf die dnzehxen, obeo beschriebenen AUeigene untersucht werden. In diesem Zusammenhang ist die ]^agnose dner 
Argininkinase, insbesondm aus einer Motte oder aus einer Milbe, beispidsweise der Hausstaubmilbe, von besondrars 
groBem Intacsse. Aber auch die andeira identifiziertea AUeigcoe sowie deien Homologen aus Arthiopodcn kdnnen fUr 
eiiK komponentenspezifische Alleiy fHi^g n osyi |g herangezogen werden. 
65 [0030] Auf Grund der faietin pi3sendertcn Ergebnisse kann eine Argininkinase zur Herstellung ernes Aizndmittels 
odei/und eines diagnostiscfaen Mitlels zur Bebandlung von aUeigiscben Bdarankur^gen oderAmd zur Bestinunung von 
AUergenen verwendet werden. Bevoizugt wild hieczu eine Aigininkiiiase aus einem Artiuopoden, insbesoodere aus 
Motte Oder aus Milbe, Z.B. Hausstaubmilbe eingesetzt hzw. dn Tbst airfdag \hrhftndensein gingr Bnlehgn Aig ininlrinftieft 
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durchgefUhzt Bei der Axginiiikinase handelt bs sich bevcmigt tun p40 cxler eine Aigminkinase, die zu p40 eine Identit§t 
voa > 20%, insbesondeie > 50%, bevatzugt > 70% und am mdstcn bevorzugt > 80%, aufwdst und bevorzugt mit p40 
konzentrieit 

[0031] Gxundsatzlich er£ffiiet sich somit due brdle >ferwendiiDg der erfindmigsgemafi gefundenen AUeigen und der 
dafiir kodiBiezxieo NuklemsSuren auf tnediziDisch-diagDosdKhem, umweltanalytischem und therapeutiscbetn Gebiet 5 
[0032] Die &findung wild durch die folgwidcn Bdspiele und die beigcfuglco Figuren water erlauteit Die Figuren 
zeigm: 

[0033] fig. 1: ImmuDoblotsti^cto] mit Gesamtextrakt aus Larven der Ddirobstmotte, untearsucht auf IgB in den Se- 
len von 90 I^lienten mil alieigischeD BescbwerdeD in Innenraumen (H1-H90, jeweils oberer Ibil). Im jeweils unteren 
Teil wuidra Immunoblotstreifchen mil rekombinantem p40 Allcigen mit Hexahistidintag mit densclben Seien geprobL lo 
Die Positionen von Molgewichtsmarkem sind auf der linken Selte in kDa angegeben. X ist die Puffeikootiolle ohne Zug- 
abe von Serum, 

[0034] Fig. 2: ImmunoblotstrBifchen mit Gesamtextrakt aus Larven der DSnob stmode Qeweils oberer Ibil), unteisucht 
auf IgE in deo Seron von Patienten mit alleigischen Beschweiden in Inneni^meo plus atopischer Dermatitis (AHl 
~AH12), VGa Padentoi mit PoUenalleigie ohne angegebene Beschwerden im Haus (P1-P20) und v<» Noima^)ei5onea is 
(Nl-NlO). Im jeweils unteren Ibil wurden Jmmunoblotstieifcben mit rekombinantem p40 Allergen mit Hexahisddintag 
mit d^iselb^ Sgc^u untersucht Die Pbsiticxien von Mdlgewichtsinadoem sind auf der linken Seate in kDa angegeben. K 
ist die PuSericontroUe ohne die Zugabe von Senim. 

[0035] Fig. 3: cDNA (5EQ ID No. 1) und davoD abgeleltete PEOteinsequenz (SEQ ID No. 2) des AU«gens p40 aus Plo- 
diainteipuDctella 20 
[0036] Vig, 4: cDNA (SEQ ID No. 3) und davoa abgeleitete Proteinsequenz (SEQ ID No. 4) des Allergens p33 aus Plo- 
diainteipunctella 

[0037] Ffe 5: cDNA (SEQ ID No. 5) und davon abgeleitete Proteinsequenz (SEQ ID No. 6) des Allergens p84 aus Plo- 
diainteipuDctella 

[0038] Fig. 6: cDNA (SEQ ID No. 7) und davon abgeleitete Proteinsequenz (SEQ ID No. 8) des AUergens p27 aus Plo- 25 
diainterpunctella 

[0039] Flg» 7: IgB-Immun<^lot. Streifchen mit rekombinantem p40 Fusionsfsotein mit einer Zellulose-bindenden Do- 
mane wurden mit einea- Auswahl der oben beschtiebenen Seren getestet Auf d^ rechten Sdto sind die Molekulaige- 
wichtsmadcer angegeben 

[0040] Fig, 8: Sofort^rpreaktionen beim Hauttest mit dran lekombinanten p40 AUogen mit Hexahisddintag. 30 

a: Pricktcst bei dcm moaenallcrgisdxin Paticntcn AHll. Keine HautrcaktivitSt auf Konzenn^ioncn Nr. 10 und 9. 
(Jaddeln und Rfitung bei den Konzmtrationen Ni; 8 (3.12 ng/pl) bis Nr. 5 (25 ng/pl). Die h£ttieien KoDzentratiooen 
wuiden mcht mehr getestet -I- Positivkontrolle (HistaminifihydiDchlarid), - NegativkontrollB (0,9% NaCl). Die 
Quaddeln su3d mit einem Stift markiot. 35 
b: Reibetest am kontralateralen Unterarm desselben Paticntcn, starke Quaddelbildung und HautrStung in den Koo- 
zentrationen Nt. 2 (200 ng/pl) und Ni; 3 (100 ng/^il). 

c: Veigr56ening 6ss Bereidis von Fig. 8a bevc»r die (}uaddehi angezeichnet wuiden. Die urtikaiielle Reakdon mit 
der Bildung von Pseudqpodien (Nc 6) ist gut zu erkennen. 

d: Veigr56eiuQg von Fig. 8b; Quaddelbildung imRdboest bd der Konzentradon Ni: 2 nach 20 min. 40 

[0041] Fig, 9: SpatphasenreakdoDen nach 24 h bd der Hauttestung mit dem rekombinantrai p40 Allergen nnt Hexahi- 
sddintag. 

a:Rdbetest:ekzBmatBseReaktionindenKonzentradonenNi:6(12.5ng^pl)UsNi;2(200ng^^ 45 
durchgefllhzt 

b: Reibetest: keine ekzematase Reakdonen in den Konzentradonen Ni: 10 bis Nr. 7. 
c: VetgreBenmg von Fig. 9a: Ekzemat&seRcaktioo bd Konzentradon Nn 4. 

d: Bdcktest: Infiltrieite P^pdn innedialb der maddenten C^raizen der vorangegangenen Sofofttyp-Reakdon. 

so 

[0042] Fl^ 10: Immunoblot-InMbitionscxpcriment. Drd mit rekombinantem p40 Alleigai aus der Donobstmottc po- 
sitive Scrra wurden vwwendet, um mit und (Ane Prainkubadon mit rdcombinantcm p40 allcigcnhaitigc Extraktc aus 
VCTscMedenen Spezies (D&nobstmotte, Kiichenschabe, HausstaubmiU», Hummei; Gamele, Miesmuschd und Kabeljau) 
zu testeo. Die Molekulaigewidite sind auf der linken Seite der Immunoblots angegeben, von oben nach unten 66, 46, 30 
und 21 kDa. 5S 
SEQ ID No. 1 zdgt die cDNA des AUragcns p40 aus Plodia interpunctcUa, 
SEQ ID No. 2 zdgt <£e davon abgeidtete I^x^insequenz, 
SEQ ID No. 3 zdgt die cDNA des AUeigeos p33 aus Pkxfia inteipunctella, 
SEQ ID No. 4 zdgt die davon abgeidtete Protcinsequoiz, 

SEQ ID No. 5 zdgt die cDNA des Allergens p84 aus Plodia interpunctcila, 60 

SEQ ID No. 6 zdgt die davon abgeidtete I^oteinsequenz, 

SEQ ID No. 7 zdgt cfie cDNA des Allergeos p27 aus Hodia inteipunctella, und 

SEQ ID No. 8 zdgt die davon abgeidtete Rotdnsequenz. 
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BdspifilB 

5 Obst von VdscfaxedeDen Gnippen vgo Alleigikeni und Nannal^pezsoneQ auf Ig&AndkiBiper gegen Motteoantigene 

Larven der DSnobstmoue P. inteipuncteUa 

[0043] Da im k li nis chen Berdcfa dne moglicfae AUeigie gegeo Motten bislang kaum Beacbtung gefunden hat, konnte 
bd der Auswahl der Patienten kdne Giuppe definiert werdoi, die klinische Beschweiden nach Kontakt nrit Mottenaller- 
10 goicn als Symptom angab. Dcshalb steUteo wir fttr unscic Aibcil die folgcndcn Gnippen zusainmen» die auf IgE-Anii- 
k^xper gegen Mbttenproteine getestet wuiden: 

1. Patienten mit l^p I alleigiscben Beschwenden (Rhinitij^ Conjunctivitis, alkigisches Asthma bnmchiab) in In- 
nenramnen (n = 90, Patienten HI- H90). 
15 2. Patienten mit atopischer Deimatitis und lyp I aUergisclKn Bcschwcrdcn (RhinitiB, Conjunctivitis, aUeigisches 
Asthma broochiale) in Innenifumen (n = 12, P&lientaa AH1-AH12X 

3, Patiraten mil nachgewiesener PoUenalletgie dime T^fp I alletgischB Beschwerden (Rhinitis, Conjunctivitia, all- 
eigiscbes Asthma bnmchiale) in InnenrSumen (n = 20, Patienten P1-P20), 

4. Ptobandcn ohne atopische Deamatitis und choc nachgewiesene lyp I Alleiglai (n = 10, PR>bandra Nl^lO). 



IgB-Reaktivitit von natOriichen Motteneactrakten 

[0044] n^arationen von zwei verschiedenen Mottenspezies wurdcn vcrwendet, um motteo^zifisdic IgE-Antikor- 
as per in Patientenseren zu detekdeioti. Die dne Pra^)aration ist dn kommEizieU erhSllliches Homogemsat vod Faitem der 
Mehlmotte ]^hestia kuefameUa (AUeigon, Pharmacia Upjohn, Ui^ala, Schwedm). Die andere Praparaticm wurde aus 
Moitcniarven (Wandcrstadium, kurz vor der Verpuppung) von der Derrobsdnotte Plodia intcrpunctcUa heigestellt. Die 
Insektcnproben (5 Larvoi) wurdcn in 0,2 ml PBS homogcnisicrt, im Verhaltnis von 1 : 1 nrit Laemmli-Auftrag^xiffcr 
versetxt und auf dnem 12,5% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (Fling und Gregeison, 1986). Es wuide ein praparati- 
30 ves Gel vCTwradet, auf das etwa 20 pg Gesamtproldn pro cm aufgetragen wuidoi. Als Maiker diente ein Rainbow-Mar- 
ker (Amersham Riannacia). Das Gel wuidc nach der Eleklrc^Aoresc auf Nitiozellulose (Schldcher & SchueU^ Dasscl, 
Deutschland) gcblottet (Towbin cl aL, 1979) und in 0,5 cm Streifoi gcschnitten. 

[0045] Der Tbst der Patiratensearen auf gegen Motteo wurde analog zu der von Jarolim aL (1989) beschrieben 
Methode duichgefiihit Die Streifbn wuidra 2x5niinundlx30minin Puffer G (42 mM NazHPO^, 6,4 mM NaHjP04, 

35 0,5% (v/v) Twe«i 20, 0,5% (w/v) Rinderserumalbumin, 0,05 % (wA^) NaNj, pH 7^ bei Raumiemperatur abgcsattigt, 
dann in 1 ml Volumcn in 1 : 10 (warn mchl andcrs beschrieben) nrit Puffer G veidOnntcn Patientenscareo tiber Nacht bei 
4°C gddppt Die Streifen wurden 2 X 5 nrin und 1 x 30 min bd Raumtempa^ur in Puflfer G gewaschen, dann Ober Nacht 
mit einer 1 : 10 Veidimnung eines ^-mariderten Anti-Human-IgB Antikoipers (Ameraham Pharmada) bd Raumlem- 
poatur gekippt, wie oben gewaschai, gelrocknet und aufgeklebt Gcbundenes mottcnsp^fisches IgE wukJc so mit dem 

40 radioaktiv mariderten Anti-IgE-Antikerpcr dctektiert und die positivoi Signale wurden naittcis Autoradiogra|*ie auf ei- 
nem Rdntgenfilm (Kodak) sichtbar gemacht. 

[0046] Die Fig. 1 zeigt in ihrom obei&n Tdl die Resultate dieses Bxpoiments fOr die Gruppe der 'Indocx'- AUeigiker 
(Padenten mit alletgiscben Beschweidcn m Lmemdumen), Figun 2 zdgt im obmn TbU (fie Eigebnisse fUr die andmn 
drd Gmppeo. Die Eigebnisse sind auch wdter untoi in IfabeUe 1 daigesteUt 

45 

lUiellel 

[0047] Zusa mm e nfa ssung der IgB-Immunoblotresultate gegen verschiedcoe AUeigenexirakte und gegen das ickombi- 
nante p40 AUeigen mit Hexafaistidintag aus der DOrrobstmotte. + + +, sehr staike Reaktion; + + starke Reaktion nrit nrin- 
50 destens zwd starken positiven Banden; + schwache positive Reaktim mit nrindestens einer sichtbaren Bande; - kdne 
definierte positive Bande boobachtet 
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[0048] Insgesamt wurden bd den "Indoor"-Alleigikein {n = 90) beam IgE-Iminunoblot nrit dem D&robstmottenLar- 
VCT-Gesaintextrakt 4 sehr stark positive, 1 3 stark positive imd 25 scfawach positive Reaktionen beobachtet, bd den Ato- 
pikeni mit allergischen Beschwerdoi in Innenraumen (n = 12) 2 sehr stark positive, 2 scaik positive und 6 scfawach po- 
sitive. Bei den PoUoiaUeigikeni dbx angegebene alioigjsche Beschweidea io Imiemduiiiai (n = 2(0 gab es 2 sehr staik 
positive imd 8 scfawach positive RcakdcooL Insgesamt wuide bd 5 1% der FtitLeoten dne positive Reakdon aiif Mottx»i- 6S 
Larvei^xoldne beobachtet Xdne der nichtafbigischen KontzQUpersanen zeigte eine ReaktioD im Inummoblot 
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Ibst auf IgE-Antikdiper gegeD I^teine der Mehlmotte (E. kuefameUa) im Palterstadium 

[0049] Das gldche Patientenkollektiv wic obeq wurde auf Stieifchen mit einem kommozieU erhaltlichcn Exirakt aus 
ckrMBhlmottBUDtmudit, wobeidbEigebiiisseaiic^ 1 daigestellt sind. In^gesamt zdgt^ 36% der All- 

Kgilcer eine positive Reakdoo auf Mottenfaltei; 

Tbsi auf IgE-Antikacper gegoi Ftotdne der Hausiaubmilbe (Dcniiaiof*j^des ptcsronyssinus) imd da Ktichenschabe 

(Blattella gertnanica) 

[0050] Ausgcwahlte Paiicntcn und NOTtnalpcrsonco aus dcm KoUcktiv wurdoj auf Strcifdiai mit kommeiaeU erhSll- 
lichcn Extraklen aus der Hausstaubmilbe und do- Kuchenschabe getestct Die Sgebirissc sind wieder in Thbcllc 1 darge- 
stellt Die KOchraischabe ist ein fliigdlosBs Ihsekt und naher irat der Danobstmotte v^wandt als die Hausstaubmilbe. die 
zu den Spinnentieran zahlt Alle drei zahlen zu den GliederfiiBlem (Arthropoden). Tkjtz der i^ytogenetischen ^feIwa^dt- 
schaft der drei Spezies ist die Ig&-Reaktivitat dear Patienten oft stark unterscbiediich. So reagiert zum Beispiel Patient 
H81 scbr staric auf Mottc und Kuchenschabe, abcar nicht auf die Hausstaubmilbe. Patient H90 leagicrt nur schr staik mit 
der Milbc. abcr nicht mit Sdiabe oder Motie. Patienten H7, H9, H33, H80, AH5 und AH9 reagieren auf Mottcnlarven 
und FalliBi^ aber nicht auf Schabe cxler Nfilbe. 



Bd5piel2 

laoliening und mclekulaxc CharaktBrisiarung dnes cDNA Klons, der fttr das P. intezpunctella AUeigen p40 kodiert 

Konstnikdon einor cDNA-Bank von Pbdia Inteipunctella 

[^] Die Inseklen (Plodia inteipunctella) wurden in Hafbrflockai angezikihtet (S, Ptozell, M. Schollei; Institut fur 
Vteatsschuiz, Biologische Bundesanstall, Bedin). 180 Larven im sjwten ^S^deistajdium, kurz yor der Veipuppung 
g) wur^ ziu- Praparation v<m RNA dngesctzt Die Larven wurden in 30 ml THzol Reagttis (Ufc Technologies, 
Fredcnck, MY, USA) iKmiogeniBiert, und aus der waBrigen Kiase wurde nach dem ProtokoU des Herstcllers die RNA ge- 
woraiKi. Aus 5 fig der eAallenCT Gesamt-RNA wurden mit Hilfb des PblyATtract Systems (Promega, Madison WI 
USA) polyA RNA gewoniKn. Die mRNA wurde in cDNA uberschrieben und diese mit Hilfe des Uni-ZAP Systems 
(Stratagcne, La JoUa, CA. USA) auf gcrichtctc Weisc in k ZAP Phagcn cingebauL Die primarc Bank cnthielt 3x10* 
cDNA Klooe und wurde nach Standardmetboden amplifiziCTt. 

^gB-ItninuDoscieening und Analyse der immunopositivea Klone 

[0052] Zum Screening eincr cDNA-Bank von Plodia inteipunctella wurden Seicn der Patientai AHll (Screen 1), H20 
^tSI?!.^^ und AHIO und AH12 GScreen 3) Vffwendet 360000 (Screen 1) oder 200000 (Screen 2, 3) Phagen der X ZAP 
cDNA Bank wurden auf einem Rasen von Escherichia coliXLl-Blue(Stratageoe)Zellen in einerDichte von 15000 Pha- 
gcn pro Ptetrischale mit 140 mm Dunchmcsser ausplattierL Die Syntiiese von rekombinantcn Ptoleinen wuide durch Auf- 
von MtrozcUulosefiltem (Schleicher & Schtill, Dasscl, Deutschland) induziert, die nrit cinex 10 mM IPTG (Isopio- 
tS:^-'^'^^^^^ gBtrankt warEo (Huynh et al, 1985). 31 (Screen 1, Patient AHll) bzw. 11 (Screen 2. Pa- 

tient H20) und 6(ScrBen 3, Patienten AHIO und AH12) immunqxisitive Klone wurden jeweils mit Klfe von PaSenten- 
seiOT mrf yon "T[-markiertcn, gegoi humanes IgB gerichietai Antikfiipcm (Pharmacia & Upjohn, Uppsala, Schwedcn) 
nach etabherten Methodeo (BieiteDeder et aL, 1989; Vklenta et al., 1991; Vrtala et aL, 1993) isotiert. 

DNA-SequenzanalysB der immunopositiven Klone 

[0053] Aus doi positivco Phagen warden durch In vivo excision" (Short et aL, 1988) mit Hilfe v<» Helfraphagen 
(Sfr^agene, La Jolla, CA) ent^jrechenden cDNA Plasmide gewcHinen und nach Standardmetisoden isoliert Die 
DNA wurde mit Hilfe voo Thermosequenase (Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden) und IKDSOO-nmriderten Pri- 
man(MWG Biotech, Eborsbcrg) auf einem LI-C0RScquai2er(U^R, lincohi, NE) analysiert DieBasaiscquenzen 
wurden m Ammosaurcscquoizen ub«setzt und mit Hilfe des FastA-Programms (PfearsOT und lipman, 1988) mit der 
^TL^ot Datenbank vergUchai, Alle KUhk wurdra nrit Hilfe des GAP Ptogramms aus dem UWGCG Programmpaket 
program Manual for tiie Wsconan Package, Vbrsion 8, August 1994, Genetics Con^xiter Group, 575 Science Drive, 
Madison, Wsconan, USA 5371 1) miteinander vogHchoL Auf diese Weisc und mil Hilfe des Vfci^ichs zu dm homo- 
logen Proteincn wurden Klone identifiziert, die cinai kompletten Leseiahmen aufwiesco. 

mS4] BeimScreeningvon360000RiagendexXZAPcDNABankmitdBmSenmiAHll wurden 31 immunopoative 
Klone Bifaalten, Die in vivo exzidierten Plasmide wurden zunachst nrit EcoRI und Xhol gespalten und auf onem AgaiD- 
^gel wurden die Schniitmuster analysiert. Alle analysierbarm Klone entiiieltco diesdbe cDNA. Der ISngstc vafUgbarc 
KLoa wurde sequenzial (Fig. 3) und der oflTcne Lescrahmen, der dn Polypeptid von vorhc^esagtcn 40 kDa (pio) dap- 
stelhe, wurde nrit den Dalenbanken vergUchen. Es zeigte sich, daB das g^^mdene Pblypeptid (Rg. 3) iiber die gesamte 
Lange mu Argminkinasen vwschiedener Spezies homolog war. Argininkinasra kxkmra die terminalB Fhosphatgnmpe 
von ATP auf Argmm Obertragoi und so einoi EncfgiercsarvestofiFbOrien. Bislang sind Aigininkinasen nidit als Allcr- 
g«ie idennfiacrt wwden (sicdie auch Enlcitung). Die dem p40 Altegen am ivichsUai vwwandte AigimnkinaBe aus der 
Homgbicne (Kucharski und Maleszka, 1998) wdsl 85% Aminosaurc-ScquenzidcntitSt mit p40 auf. 
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Beispieia 

Isolierung und inolekulare CharaktcrisieruDg dnes cDNA Klons, do- ftlr das P. inteipunctella Allergen p33 kodiert 

[0055] 200000 Fhagen dor X ZAP cDNA Bank wuiden wie oben beschneben mit dem Seium H20 gescieent, dabei 5 
wurdoi 11 immunopositive Xlooe eriialten. Die in vivo exzidicrten Rasnride wurd«i wie oben analyslCTt und scqucn- 
zicrt. 10 dcr 11 Klonc kodieiten ftir das glciclK Protein, Did dcr Klone batten die voile Lange, und zwd vot ihnen batten 
die identiscbe Sequenz, die in Kg. 4 daigestellt ist Dor ofifene Leserahmen stellt ein Alleigen von 33 kDa dar (p33), das 
tnit 'nopomyosinen y»:M:hiedeDer Spezies eng veiwandt ist IVopomyosiDe and als kreuzreagierendD AlleKgeoe b^on- 
dczs auch aus dem Beieich der Nabiungsmittelalleigie bekannt (Reese et &L, 1999). lo 

BeispielA 

Isolierung und molekulaie Charakterisimmg eines cDNA Klons, der fOr das P. inteipunctella AUeigen p84 kodiert 

15 

[0056] 200000 Phagcn dcr X ZAP cDNA Bank wurdcn wie oben beschricbm mit den Seicn AHIO und AH12 ge- 
scteent, dabei wurden 6 immunoposidve Klone ezfaalten. Die in vivo exzL^erten Hasmide wurden wie oben analysieit 
und sequenziert. Nur edner der Klone (Sequraz fig. 5} loxfierte fOr ein IVotein in voller LSnge, es hanHftlte sich urn ein 
homologes zu Arylphodnen. Arylphorine gelten als Spdcbetproteine von Insdcten und entbalten dnen bohen Anteil an 
lyrodn. Ein Aiylf^orin der Schabe (Periplaneta amoicana) ist bereits in einer PUblikation (Wu ct aL, 1996) als AUeigen 20 
beschneben. 

BdspidS 

Isolierung und tnobkulare Chaiakteristerung dnes d3NA Klons, der fur das P. inteipunctella Allergen p27 kodiert 75 

[0057] 200000 Phagcn dcr X ZAP cDNA Bank wurden wic oben bcschrieben mit dem Scrum H20 gcscreenl (Screen 
2), cbensoviele mit den S«cn AH 10 und AH12 (Scic«i 3). Die in vivo exzidicrten Hasmide wuKten wic oben analysieit 
und sequenzirat Era- der Klone von Screen 2 und did der Klone von Screen 3 kodierten fiir das gleiche Ptotdn. Ein Se- 
quenzveigldch der duicb Obeisetzung eifaaltenen Aminosauiesequenz eigab eine signiilkante Ahnlidikdt nrit dner Glu- 30 
kose l-Ddiydrogeoase aus Bacillus mcgaterium (36 % Sequenzidentitat, Nagao et aL, 1992). Es gab auch eine kleincrc 
aber noch signifikantc Ahnlichkdt mit dem Alt a 2 ADogcn aus dem Pilz Altcmaria altcmata (26% Scqucnzid«ititat, Dc 
Vouge et al„ 1998), oner Aldehyddehydrogenase, und dem Bet v 5 AUeigen aus der Biike (20% Sequenzidentitat, Ka- 
lamloo et aL, 1999), ein^ Isoflavonroduktase. Bd dem p27 AUngen banddt es dch also urn dn Redoxen^m. Die Se- 
qu»izistinf%»6daigestellt. 35 

Bdspid6 

H^)ression des p40 Allogens mit dnem Hexahistidintag und als Fusionsprotdn in R coli 

40 

[0058] Die p40 cDNA wutde auf zwei verschiedene Weisen in pET-Expressionsvekloren einkloniert so daB das p40 
Allergen einmal nur mit ein^ Hexabistidintag und einmal als Ridonsprotein mit dner Zellulosebindenden DomSne er- 
zeugt wutde. Das erste Konstrukt wuide unter nadven Bedingungcn geidnigL Das zwdte Koostrukt wuide Qbei eine 
Zdlulose^ule geieinlgt Sowohl das Fudonspiotdn mit einear zeUulosebindeodeo DomSne als auch du Nichtfusioos- 
protdn mit Hexahisticfintag besafien Aiyninlringgftakfiy itiit. 45 

KoDstnikticn dnes Expressionsvdctors zur Esqxcssion des p40 Allogens mit dnem HexahisddiD-~Ibg' 

[0059] Die komplette cDNA wurde in zwd Stufen in die EcoRI und Xhol Schnittstellen des Piastnids pEr23(+) (No- 
vagen, Madison, 'Wisconsin, USA) euikloniert Die Ribosomenbindungsstelle wuide nrit Hilfe der Oligonukleoddabh^ 50 
gigeo Mutagenese nach Kunkd et aL, (1987) in den Ejqaessionsvektor eingebauL Dazu wuide das MutagaicscoligOTu- 
kleodd 5' -GOT AGC GGC GTC CAC CAT GOT ATA TCT OCT TCT AGA GGG AAA OCG-3' verwendcL Dcr cnt- 
standene Vckiar pETAKl wurde durcb DNA-Sequenzanalyse ubeipruft In dem ^fekto^ wuide dann am caiboxytennina- 
leo Ende der Sequenz durch eine zwdte Mutagenese mit dem Oligonukleotid S'-ATC TCA GTG GTG GTG GTG GTG 
GTG GAG GGA TTT CIC GAT TTT GAr-3* dn Hcxahisddintag fiir die Reimgung Obcr one NickclaflBnitatssSulc «Jia- 55 
gen« Hilden, Deutschland) in das Hxpression^lasmid eingebracht, und es entstand der \%ktGrpETHisAKl, der dutch Se- 
quenzienmg iibeipiOft wuide. 

Bxpiessioii und Rdnigung des p40 Alletgens als I^chtfi2sionq)rotdn mit dnem Hexahisddin-"!^'' 

60 

(0060] DBrAfektarpBTKsAKl wurde in EschericMa coU BL2 1 pE3)trBiisfonniert und die transfbimiErtenZe^ 
einer 400 ml Kullur bd 37*t: gesdiiittelt bis zu doer optischen Dichte (600 nm) voo 0,8. Die Syntbeae des lekombinan- 
ten Proteins wuidc durch Zugabe von 0,4 mM (Endkonzcntration) voo IPTG (Jsopropyl-^-D-Galaktosid) induzicit, und 
die Kulhir wurde noch 3 h bd 37^ wdtergeschmtch. Die Zellen wuidcn duiA 

ZcUml0mininLys<^er(100mMK<n,50mMMes,4%(vAr)T«ioDX-100,8mMDW^ 65 
lymyxin B Sulfat (Sigma. St Louis, MO, USA), pH 7.^ behandelt (Schupp et aL, 1995). Zelldetritus wmde 30 min bd 
2000 X g und 4X abzentrifugiert Das Rotein wuide imt Hilfe von zentr^igieibarBn Kleansaulen unter nativen Bedin- 
gungcn diuch Nickekhelat- AfiOnitStschromatogn^thie gereimgt wie vom Hetstdkr (Qiageo) besdiriebea 
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Kcxistrukticxi eanes Expicssianskloiis zur Expiessioii des p40 AUeagens als PusionsprotBin 

[0061] Die koiiQ>lette cDNA, die fur das p40 Allexgen kodiert, wurde in den Expies5i<»svektQr pET36b (Novagen) 
DBch Standaidmethoden (Sambrook et al., 1 989) iinter >%rw^Klung der EcoRI und Xhol RestrikdonsstellBn umkloni^ 
S Dies geschah in zwei Sti:dfen, da die cDNA eine intone Xbol-Stelle aufwies. Der nodi fehlmde Obeigang zwiscben der 
Sequraiz, die fiir die ZelluLose bindende Domane kodierte und der Sequeoz, die fur die Aigininkinase kodierte» wuide mit 
Hilfe der OligOTukleodd-abhangigen Mutagmese nadi Kunkel et aL, (1987) in deo Expressicmsvektor dngebaut 
[0062] Dazu wuidedasMutageneseoligcHiukleotid5'<Kn*AGCG<3CGTCCACC^ 

AGA GGG AAA OCG-3' verweDdet Der eotstapdepe ^fektor pCBDAKl wmde duiidi DNA-Sequenzanalyse ubeqarOft 

10 

Expression eines Ftisioasprotdns aus dner Zdluiose-bindendoi Dom^e und dem p40 AUeigen 

[0063] Der Vk\star pCBDAKl wmde in Eschenchia coli BL21 (DB3) transfoimiert und die transfortmeiten Zellen in 
einer 400 ml Kultur bd 37X gescfaifttdt bis zu einer opIischeD Dichte (600 nm) vod 0,8. ]>ie Syntbese des lekombinaii- 
15 tea Pvoteins wuide dutch Zugabe von 0»4 zdM (Endkonzentralion) voa IFTG (Iscpcppyl-P-D-Galaktosid) induzieit, und 
die Kultur wurde Doch 3 h bd 3T*C wdteigescbOttelL Die ZeUen wurden duicfa Zentiifugadoa geontet* dann wurdoi die 
ZeUen 10 inin in Lys^Mfifbr (100 mM KQ, 50 inM Mes. 4% (v^) Tdtra 

lymyxin B Sulfat (Sigma, St Loiiis» MO, USA), pH 7.^ behandell (Schupp et aL, 199S). ZeUdetcitus wuide 30 min bei 
2000 X g und 4^ abzmtzifugiCTL Das FUsioospcotdn wuide durch Zellulose-Affinit^hiomatograi^e geidnigt wie 
20 vom Hcansteller (Novagen) beschrieben. 

Tbst des lekombinanlBn p40 Allergens mil Hexahistidiiitag und des FusionsproteiDs aus einer Zdlulose-bindeDdcD Do- 

m^e und dem p40 AUeigen auf IgE-l^eaktivit&t 

25 [0064] Das gerdnigte p40 AlleigeD mit dnem Hexahistidintag wuide wie oben beschriebra in einer Konzentiaticm von 
10 fig pro cm auf einem pi^[>aiativen 12^% SDS-Polyacrylamidgel dektrophoretisiBrt, auf Nitrozellulose geblottet und 
mit jenen Padentenseien getestet, die in den oben beschnebenen Experimental mit dem Extrakt von P. inteipuncteila 
Larven getestet wordrai warcn. 

[0065] Das geidnigte lekombinante Pusionsprotdn wurde wie oben beschrieben in dner Konzentration von 5 pg pro 
30 cm auf einem prapaiativrai 12^% SDS-Polyaciy lamidgd elektrophorotisieit, auf Nitrozellulose geblottet und mit jenen 
Patientenseren getestet, die in den oben bescbriebenen Expenmenten mit dem Extrakt von P. interpunctella Larven posi- 
tive Signale eigeben hattoi. 

Ibst der oben beschneibenen P^enlen und Nonnalpersonen auf l^E-Antik&per gegeo das lekombinante p40 AUeigen 
35 mit Hexahistidiiitag 

[0066] AUe Sezen der oben beschnebenen Patienten und Normalpeisonoi- wurden auf gldche Ykase wie oben be- 
schrieben auf Ig&AntikSzper gegen das geidnigte p40 AUeigen mit Hexahislidintag getestet (Elg* 1, 2, IkbeUe 1). Bd 
diesem Versuch zdgte slcb dne Reakdvit^ nur im Molekulaigewichtsbereich bd 40kDa, deshalb ist ein sdimdeier 
40 Ausschnitt der Imonmoblots unter den Blots mit Larvenpioteinen datgesteUt Insgesamt waren 10 von 90 1iidoor"-AU- 
eigikem positiv, 3 vcq 12 Atopikem mit *liidocx'*'-Allezgie und einer von 20 Pollenalleigikeni ohne angegebene allezgi- 
schen Beschweiden in InnenrSumen. Das bedeutet, dass 11% der Pbtienten H1-H90 und 23% der Padenten AH1-AH12 
IgiE gegen Larven der Danobstmotte batten. 

AS Ibst von Patienten und Narmalpersonen auf IgB^Antikorper gegen das rekombinante p40 FusaonsproteiD mit Zdlukse- 

bindrndar DomSne 

[0067] Eine Auswahl der obm bescbriebenen Sexcn wurde auf IgE gegen das lekombinante p40 Fusion sproteih gete- 
stet (Beispiele in Fig. 7). Auch das rekombiiiante p40 Fudonsprotein war gedgnet, IgB-Antik&per gegen das natOrliche 
50 p40 Antigen nacbzuweisen. 

Bdspiel 7 
Hauttests 

55 

[0068] Das gereinigte rekombinante p40 AUeigeD mit Hexahistidintag wurde in sterUer 0^ NaQ*Ldsung auf 10 ver- 
schiedene Kcmzentratioi^ eingesteUt: Ni: 1 enthidt AGO ng/}il, die wdterm Proben ^ithielten abstdgende Konzentra- 
tionen von 200 ngfyl Qb, 2), 100 ng//d Qb, 3), 50 u^pi (Nr. 4), 25 ng/id (Nr. 5). 12^ ng/pl (Ni; 6), 6;25 ng/pl (Hl 7), 
3,13 nsffi (Nr. 8), 136 ng/jil (Nr. 9) uod 0,78 ngfpi (Nr. 10). Vor dem intrakutanen Hauttest wurde am kontralataalas 
60 Arm ein Rdbetest mit je 30 |4l der Konzentrationen Nn 10 bis Nr. 2 duichgcfOhit und nach 5, 10 und 20 min sowie 24 h 
abgelesen. Die NegativkontroUe war 0,9% NaCI, als PodtivkontrQlle wuide lEstamindihydrodilarid in dner Koozentra- 
tioo voD 1 mgWi verwmdet Basierend auf den Eigebnissen des Reibetests wurde dann der Mcktest in den Xbnzenlra* 
tiooeoNc 10bi5NL5durchgefUhitundjeweDsnach20minmid24habgeiesaL 

[0069] Der motteoaUagiscbe Patient AHll wuide gegen das rdcombinante p40 AUeigen mit Hexahistidintag zuexst 
65 im Rdbetest und dann im Pricktest untersucht Ln Reibctest (Fig. 8b) riefen die Konzentrationen Ni: 10 bis I^. 6 kdne 
Sofoitieaktionen bervoi, die Koozentration h&. 5 induzierte einen Idchten Juckrdz im IVobegebiet Nc 4 rief nacb 5-10 
Minuten winzige Quaddeln hervor. Nr, 3 mid Ni; 2 riefen multiple Quaddehi (Duichmesser4-5 mm) hervcn: Diese hat* 
tea nacb 15-20 mio die maximale AusprSgung (fig, 8d) und Inldeten sich alle nach 45 min zurOck. 
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[0070] Nach dem Rabetest wurde da- Pdcktest mit den gldchen Afeidanniingcn (Nn 10 bis Nt 5) in aufsteigenden 
Konzcatradonco duichgefQhit (Fig. 8a). Auf die KooMtrationcn Nt 10 und Nr. 9 wurde kcine unnrittelbarc Hautrcak- 
ti«j beobaditcL Qaddebi und Hauuetung txaten in den Konzenlrationen Nn 8 (3,12 ng/pl) bis Nr. 5 (25 ng/^) auf. Dcr 
DurchniBsscr da: Quaddeln war zwischen 7 mm (Konzentralion Nr. 8) und 15 mm (Kcmz^ntraticxi Nr. 6) (Fig. 8c). Auf- 
gnmddarStaricederReakdcmenvondBnKonzentratiooenNn 8HsNi^ nicht 
getesteL Die (Juaddeln wuidcn zur Dokumentadon bei ihrer maximalcn Auspragung nach 20 niin mil cinem Stift mar- 
kiert und bQdeicn sicfa nach 45 min spontan zurticL 

[0071] Bei der Ablesung nadi 24 h wurden innCThalb der marideiten Grenzeo der >wangegangenen Soforttyp-Reak- 

ticmen akzematoide Papeln als Spatphasemeaktira des Pricktests beobachtet (Pig. 9d). Der kontralalerale Ann, an dem 

der Rcab^Acst duichgcfilhii woidcn wai; zeigte dne ausgepiSgtc ekzematBse Reaktion im Gebict dcr KOTZcntralioncn Nl 

6 bis Nl 4 (Fig. 9a» c), wahiriid bd den niedrigcren KoDzcntradooai Nt 10 bis 
achtet wuide (Fig. 9b). 



Beispiel8 

ImmunoblcA-InhibiiicMi und Nachwcis der Krcuzreaktivitat des p40 Allergens mit Allctgenen verscfaiedeo^ Spezies 

[0072] Aus der Literatur ist bdcannL daB pine enzymatische A.gininlrina«M>irf;y,-wt pTtkt^Brh in gllen untemicbten In 
votebratcn vorkommt Um zu tiboprOfen, wclche immunologische Ahnlichkciten zwisdico dem p40 Alleigcn der DGrr- 
obsdnotte und den Homologen in anderen Spezies bcstehcn, wuide dn Immunoblot-Inhibitionscxperiment duichgcfflhrt 
AUergenextraklB aus der Milbe (Dermatophagoides pterrayssinus), Kficbenschabe (BlaUella gennanica), Gamde (Pena- 
eus moDodoD), Hummfia- (Homarus gammanis), Miesmuschel (Mytihis edulis). und Kabeljau (Gadus morfiua) als dnzi- 
gon Volebraten wurdeo entweder eingckauft (Milbe und Schabe) oder aus frisch dngekauftcm, ungckochteo Muskcl- 
fleischprapancrt 

[0073] Die Gesamtalleigene von der Milbe und der Kikhenschabe stammten von Pharmada/Alleigon. Die verschiede- 
nen MeeresfrOcfate wurden in fiiscbem, ungekochten Zustand auf dem Naschmarkt in Wen erworben. Es wurde so gut 
wie mOglich nur Muskclfleisch vcrarbdtct Die vcrschiedenra Ptobcn (1 -5 g) wurdra in flUssigem Stickstoff cingefro- 
rcn. in dcr Rdbschale zcmeben, mit 3 ml pro g Probe in ciskaltem bidcst HjO mit 5 mM FMSF (Phenyhnethansulfo- 
nylfluond) 1 h bei 4°C geriihrt En Afolmnen Auftragspuffer (Fling und GiegersOT, 1986) wuide zugesetzt und die Pro- 
ben wurdwi 10 min bd 95X dmaUiriert, unlosHche Bestandtdle wurden 10 min bei 14500 Upm und 4°C abzentrifij- 
giert, und die Ptoieinkonzeniiation der Extrakie wuide auf einem Coomasde-gefaibten SDS-Polyaciylamidcel abae- 
schatzt Wie obcn wurden pidparative Gele mil 200pgProtdnprD cmgefahreo, auf Niuozellulose geblottet undin Strei- 
ten geschmtten. 

[0074] DasSeiumdesPatientenAHll und von den PatientenH89 und H32 wurde in der Xonzentralion 1 ' lOmitPuf- 
ferG (42 mM NajHPQ*, 6,4 mM NaH2P04, 0,5% (v/v) Tsvcen 20, 0^% (w/v) Rinderserumaibumin, 0,05% (w/v) Nahh, 
pli7.5) vcrdilnnl. Je 1 ml der Proben wurde entweder nrit 10 pg des rckombinanlen p40 AUei^eos mitHexahistidintag in 
Puffer 0, odernurmPufferG iiberNacht bei 4Xpiankubiert,u^ 
g^lotteten Extrakten die IgE-Reaktivitat bestimmt Das gebunden^ 
IgE AnUkSipera detcktierL 

L^uL?^!^ untcisuchten Invertebiaten^es reagic»eo die Seren nut dner Bande im Berdch v«j 40kDa, die 
durch PramfaA^oo mil dem rekomMnantai p40 Allergen aus derD&robstmotte entweder ausgeliVscht (Ddnobstmotle, 
Hausstaubmilbe) oder abgeschwScht (KQcfamschabe, Gamele, Hummei; Miesmusdiel) vmde (Fig. 10). Im Extrakt aus 
K^jau gab es zwar doe Reihe voo aUergenoi Ptotdnen, aber keines von ihnen wurde durch Prfiinkubation mit dem 
p40 Allergen aus der Motte tdiweise oder voDstSndig inhibim. 
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SEQUENZFROIDKOLL 

<110> puchene/ Michael 

<120> Rekombinante Allergene aus der Motte Plodia 
interpunctella 

<130> 22034pdeiad 

<140> 
<141> 

<160> 8 

<170> Patent In Ver, 2.1 

<210> 1 
<211> 1294 
<212> DNA 

<213> Plodia interpunctella 

<220> 

<221> CDS 

<222> (25).. (1089) 



10 



15 



70 



75 



30 



<400> 1 

tcaagtgtca gaaaagcagc agca atg gtg gac gcc get acc ctt gag aaa 51 ^ 

Met Val Asp Ala Ala Thr Leu Glu Lys 
1 5 

40 

ttg gag get ggc ttc age aag ctt gcc gcc tec gac tea aag teg ctg 99 
Leu Glu Ala Gly Phe Ser Lys Leu Ala Ala Ser Asp Ser Lys Ser Leu 
10 15 20 25 

45 

ctg aag aaa tac etc acc agg gag gta ttt gat get etc aag aac aag 147 
Leu Lys Lys Tyr Leu Thr Arg Glu Val Phe Asp Ala Leu Lys Asn Lys 
30 35 40 

so 

aag acc tea ttt ggt tea act etc ctg gat tct ate cag tea ggt gtt 195 
Lys Thr Ser Phe Gly Ser Thr Leu Leu Asp Ser lie Gin Ser Gly Val 
45 50 55 



gag aac tta eat teg ggt gtt gga att tat gcc cca gat get gag gca 243 
Glu Asn Leu His Ser Gly Val Gly He Tyr Ala Pro Asp Ala Glu Ala 
60 .65 70 

tat gta gta ttt gca gac ttg ttc gac ecc ate att gaa gat tac cac 291 
Tyr Val Val Phe Ala Asp Leu Phe Asp Pro He He Glu Asp Tyr His 



55 



tiO 



6S 



15 



DE 100 41541 Al 



aat ggc ttc aag aaa acc gac aag cac.cct ccc aag aac tgg gga gat 339 

Asn Gly Phe Lys Lys Thr Asp Lys His Pro Pro Lys Asn Trp Gly Asp 

90 95 100 IDS 

5 

gtt gag acc etc ggg aac ttg gat act get ggt gaa ttt gtt gtc tec 387 

Val Giu Thr Leu Gly Asn Leu Asp Pro Ala Gly Glu Phe Val Val Ser 

10 110 115 120 . 

acc cgt gtc cgc tgc ggt cgc tec atg gaa ggc tac cca ttc aac ccc 435 

Thr Arg Val Arg Cys Gly Arg Ser Met Glu Gly Tyr Pro Phe Asn Pro 

^ 125 130 135 



30 



35 



tge tta aca gag gcc caa tac aag gaa atg gaa gag aaa gtc tec tec 483 
^ Cys Leu Thr Glu Ala Gin Tyr Lys Glu Met Glu Glu Lys Val Ser Ser 
140 145 150 



aca etc tec ggc etc gag ggt gaa ctg aaa ggc acc ttt ttc cca etc 531 
25 Thr Leu Ser Gly Leu Glu Gly Glu Leu Lys Gly Thr Phe Phe Pro Leu 
155 160 165 



aca ggc atg tec aag gag act caa caa cag ttg att gat gac cac ttc 579 
Thr Gly Met Ser Lys Glu Thr Gin Gin Gin Leu He Asp Asp His Phe 
170 175 180 185 

ctg ttc aag gag ggt gat cgc ttc etc cag gcc get aac get tgc cgc 627 
Leu Phe Lys Glu Gly Asp Arg Phe Leu Gin Ala Ala Asn Ala Cys Arg 
190 195 200 



40 ttc tgg ccc tec ggt cgt ggc ate tac cac aat gag aac aag act ttc 675 
Phe Trp Pro Ser Gly Arg Gly He Tyr His Asn Glu Asn Lys Thr Phe 
205 210 215 

^ ctg gta tgg tge aat gag gag gac cac etc cgt ctg ate tee atg caa 723 
Leu Val Trp Cys Asn Glu Glu Asp His Leu Arg Leu He Ser Met Gin 
220 225 . 230 

so 

atg ggc ggc gac ctg aag cag gtg tac aag agg ctg gtg agg gga gtg 771 
Met Gly Gly Asp Leu Lys Gin Val Tyr Lys Arg Leu Val Arg Gly Val 
235 240 245 

55 

aac gac ate geg aag agg ate cca ttc teg cac aac gag egg ctg ggc 819 
Asn Asp He Ala Lys Arg lie Pro Phe Ser His Asn Glu Arg Leu Gly 
250 255 260 265 

60 

ttc ctg act ttc tgc ccc acc aac ctg ggc aca acg gtg cgc gea teg 867 
Phe Leu Thr Phe Cys Pro Thr Asn Leu Gly Thr Thr Val Arg Ala Ser 

6S 
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270 275 280 

gtg cac ate aag ctg ccc aag ctg gcg gcc gac aag gcc aag ctg gag 915 
Val His He Lys Leu Pro Lys Leu Ala Ala Asp Lys Ala Lys Leu Glu 
285 290 295 

gag gtg gcc age aag tac cac ctg cag gtg cgc ggc ace cgc ggc gag 963 
Glu Val Ala Ser Lys Tyr His Leu Gin Val Arg Gly Thr Arg Gly Glu 
300 305 310 

cac acg gag gcc gag ggc ggc gtc tac gac ate tec aac aag agg cgc 1011 
His Thr Glu Ala Glu Gly Gly Val Tyr Asp He Ser Asn Lys Arg Arg 
315 320 325 

atg gga etc acc gag tac gaa gcc gtc aag gag atg tac gac ggc ate 1059 
Met Gly Leu Thr Glu Tyr Glu Ala Val Lys Glu Met Tyr Asp Gly He 
330 335 340 345 

get gaa ctg ate aaa ate gag aaa tec ctg taagatgttt aacgatctcg 1109 
Ala Glu Leu He Lys He Glu Lys Ser Leu 
350 355 



10 



IS 



20 



25 



30 



cgctatcagt attttttgta ttatttatcg ttttcacata agtattggat gtgaaggggc 1169 
gagggegaca ctagtcagcg gccttgagcg gggccgggca cgcgggcggc ccactatact 1229 ^ 
gtttcgtaaa agtattgtct ataaggaaat ggaaaataaa gacagctagc gttaagacaa 1289 
aaaaa 1294 



40 



<210> 2 
<211> 355 
<212> PRT 

<213> Plodia interpunctella 
<400> 2 

Met Val Asp Ala Ala Thr Leu Glu Lys Leu Glu Ala Gly Phe Ser Lys 
1 ' 5 10 IS 

Leu Ala Ala Ser Asp Ser Lys Ser Leu Leu Lys Lys Tyr Leu Thr Arg 
20 25 30 

Glu Val Phe Asp Ala Leu Lys Asn Lys Lys Thr Ser Phe Gly Ser Thr 
35 40 45 

Leu Leu Asp Ser He Gin Ser Gly Val Glu Asn Leu Kis Ser Gly Val ^ 
50 55 60 



45 



50 



55 



60 
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Gly He Tyr Ala Pro Asp Ala Glu Ala Tyr Val Val Phe Ala Asp Leu 
65 70 75 80 

Phe Asp Pro He He Glu Asp Tyr His Asn Gly Phe Lys Lys Thr Asp 
85 90 95 



10 



Lys His Pro Pro Lys Asn Trp Gly Asp Val GXu Thr Leu Gly Asn Leu 
100 105 110 



^ Asp Pro Ala Gly Glu Phe Val Val Ser Thr Arg Val Arg Cys Gly Arg 
115 120 125 

Ser Met Glu Gly Tyr Pro Phe Asn Pro Cys Leu Thr Glu Ala Gin Tyr 
20 130 135 140 



2S 



30 



Lys Glu Met Glu Glu Lys Val Ser Ser Thr Leu Ser Gly Leu Glu Gly 
145 150 155 160 

Glu Leu Lys Gly Thr Phe Phe Pro Leu Thr Gly Met Ser Lys Glu Thr 
165 170 175 

Gin Gin Gin Leu He Asp Asp His Phe Leu Phe Lys Glu Gly Asp Arg 
180 185 ISO 



35 Phe Leu Gin Ala 7U.a Asn Ala Cys Arg Phe Trp Pro Ser Gly Arg Gly 

135 200 205 

He Tyr His Asn Glu Asn Lys Thr Phe Leu Val Trp Cys Asn Glu Glu 

^ 210 215 220 



4S 



SO 



Asp His Leu Arg Leu He Ser Met Gin Met Gly Gly Asp Leu Lys Gin 
225 230 235 240 

Val Tyr Lys Arg Leu Val Arg Gly Val Asn Asp He Ala Lys Arg He 
245 250 255 

Pro Phe Ser His Asn Glu Arg Leu Gly Phe Leu Thr Phe Cys Pro Thr 
260 265 270 



55 Asn Leu Gly Thr Thr Val Arg Ala Ser Val His He Lys Leu Pro Lys 

275 280 285 

^ Leu Ala Ala Asp Lys Ala Lys Leu Glu Glu Val Ala Ser Lys Tyr His 

290 295 300 



Leu Gin Val Arg Gly Thr Arg Gly Glu His Thr Glu Ala. Glu Gly Gly 



6S 



305 



310 



315 



320 
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Val Tyr Asp He Ser Asn Lys Arg Aig Met Gly Leu Thr Glu Tyr Glu 
325 330 335 

Ala Val Lys Glu Met Tyr Asp Gly He Ala Glu Leu He Lys He Glu 
340 345 350 

Lys Ser Leu 
355 



<210> 3 
<211> 1092 
<212> DNA 

<213> Plodia interpunctella 

<220> 

<221> CDS 

<222> (31).. (885) 

<400> 3 

acaggacagt agacacacaa agccaccacc atg gac gcg ate aag aag aag atg 54 

Met Asp Ala He Lys Lys Lys Met 
1 5 

cag gcg atg aag ctg gag aag gac aac get ttg gac cgc get gcc atg 102 
Gin Ala Met Lys Leu Glu Lys Asp Asn Ala Leu Asp Arg Ala Ala Met 
10 15 20 

tgc gag cag cag gcc aag gac gcc aac etc cgt get gag aag gcc gag 150 
Cys Glu Gin Gin Ala Lys Asp Ala Asn Leu Arg Ala Glu Lys Ala Glu 
25 30 35 40 

gag gag gcc aga caa ttg cag aag aag ate cag acg att gag aac gat 198 
Glu Glu Ala Arg Gin Leu Gin Lys Lys He Gin Thr He Glu Asn Asp 
45 50 55 

ctg gac cag acg cag gag gcg etc atg cag gtc aac gee aag ctg gaa 246 
Leu Asp Gin Thr Gin Glu Ala Leu Met Gin Val Asn Ala Lys Leu Glu 
60 65 70 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



gag aaa gag aaa get ett cag aac get gag tec gaa gtc get gcc etc 294 
Glu Lys Glu Lys Ala Leu Gin Asn Ala Glu Ser Glu Val Ala Ala Leu 

75 80 85 «} 

aac cga cgt ate caa ctg ctg gaa gag gac etc gag agg tec gag gag 342 
Asn Arg Arg He Gin Leu Leu Glu Glu Asp Leu Glu Arg Ser Glu Glu 

65 
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90 95 100 

5 cgc etc gcc acc gcc aca gcc aaa ctg tec gaa gcc age cag get gcc 390 

Arg Leu Ala Thr Ala Thr Ala Lys Leu Ser Glu Ala Ser Gin Ala Ala 

105 110 115 120 



10 



15 



20 



25 



30 



40 



50 



55 



60 



gat gag teg gaa cgt gcc cgc aag gtg etc gag aac agg tea ttg get 438 
Asp Glu Ser Glu Arg Ala Arg Lys Val Leu Glu Asn Arg Ser Leu Ala 
125 130 135 

gat gaa gag cgt atg gae get ttg gag aae eag etg aag gaa gee agg 486 
Asp Glu Glu Arg Met Asp Ala Leu Glu Asn Gin Leu Lys Glu Ala Arg 
140. 145 150 

ttc ctt get gag gaa gcc gac aag aaa tae gat gag gtt get cgt aag 534 
Phe Leu Ala Glu Glu Ala Asp Lys Lys Tyr Asp Glu Val Ala Arg Lys 
155 160 165 

ctg gcc atg gtt gag get gac ctg gag cgc gcg gag gag cgt gcc gaa 582 
Leu Ala Met Val Glu Ala Asp Leu Glu Arg Ala Glu Glu Arg Ala Glu 
170 175 180 



tec ggc gaa tec aaa ate gte gag ctt gag gaa gaa ctg cgc gtg gtt 630 
Ser Giy Glu Ser Lys lie Val Glu Leu Glu Glu Glu Leu Arg Val Val 
^ 185 190 195 200 



gge aac aac ttg aaa tec ctg gaa gte tec gag gag aag gcc aac eaa 678 
Gly Asn Asn Leu Lys Ser Leu Glu Val Ser Glu Glu Lys Ala Asn Gin 
205 210 215 



cgt gag gag gag tac aaa aat cag ate aaa acc etc acc acc cgc eta 726 
45 Arg Glu Glu Glu Tyr Lys Asn Gin lie Lys Thr Leu Thr Thr Arg Leu 
220 225 230 



aag gag get gag gcc cgc get gag ttc gcc gag cgt tec gtg cag aaa 774 
Lys Glu Ala Glu Ala Arg Ala Glu Phe Ala Glu Arg Ser Val Gin Lys 
235 240 245 

ctg eaa aag gag gte gae agg ctt gaa gac gaa ctg gtg get gag aag 822 
Leu Gin Lys Glu Val Asp Arg Leu Glu Asp Glu Lau Val Ala Glu Lys 
250 255 260 

gag aaa tae aaa gat att ggt gac gac etg gae acc ccc ttc gte gag B70 
Glu Lys Tyr Lys Asp lie Gly Asp Asp Leu Asp Thr Pro Phe Val Glu 
265 270 275 280 

65 etc ate etc aag gaa taaactcctc aegttggtca cctgggcctg tcceatgcgg 925 
Leu lie Leu Lys Glu 
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285 

ggcagaccca cgggtcattc caagacgcgg ctcttccgcc agcgattcaa catctgtaca 985 
gatgttatat tcattttata ctcatttaaa atatttaaat ctatagtttt atggcggtat 1045 
ttattttcga gtaatataat aaataattta ttacttattt aaaaaaa 1092 



<210> 4 
<211> 285 
<212> PRT 

<213> Plodia intejrpunctella 
<400> 4 

Met Asp Ala He Lys Lys Lys Met Gin Ala Met Lys Leu Glu Lys Asp 
15 10 15 

Asn Ala Leu Asp Arg Ala Ala Met Cys Glu Gin Gin Ala Lys Asp Ala 
20 25 30 

Asn Leu Arg Ala Glu Lys Ala Glu Glu Glu Ala Arg Gin Leu Gin Lys 
35 40 45 

Lys He Gin Thr He Glu Asn Asp Leu Asp Gin Thr Gin Glu Ala Leu 
50 55 60 

Met Gin Val Asn Ala Lys Leu Glu Glu Lys Glu Lys Ala Leu Gin Asn 
65 70 75 80 

Ala Glu Ser Glu Val Ala Ala Leu Asn Arg Arg He Gin Leu Leu Glu 
85 90 95 

Glu Asp Leu Glu Arg Ser Glu Glu Arg Leu Ala Thr Ala Thr Ala Lys 
100 105 110 

Leu Ser Glu Ala Ser Gin Ala Ala Asp Glu Ser Glu Arg Ala Arg Lys 
lis 120 125 

Val Leu Glu Asn Arg Ser Leu Ala Asp Glu Glu Arg Met Asp Ala Leu 
130 135 140 

Glu Asn Gin Leu Lys Glu Ala Arg Phe Leu Ala Glu Glu Ala Asp Lys 
145 150 155 

Lys Tyr Asp Glu Val Ala Arg Lys Leu Ala Met Val Glu Ala Asp Leu 
165 170 175 
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Glu Arg Ala Glu Glu Arg Ala Glu Ser Gly Glu Ser Lys He Val Glu 
180 185 190 

^ Leu Glu Glu Glu Leu Arg Val Val Gly Asn Asn Leu Lys Ser Leu Glu 
195 200 205 

iQ Val Ser Glu Glu Lys Ala Asn Gin Arg Glu Glu Glu Tyr Lys Asn Gin 
210 215 220 

He Lys Thr Leu Thr Thr Arg Leu Lys Giu Ala Giu Ala Arg Ala Glu 
15 225 230 235 240 

Phe Ala Glu Arg Ser Val Gin Lys Leu Gin Lys Glu Val Asp Arg Leu 
20 250 255 



25 



Glu Asp Giu Leu Val Ala Glu Lys Glu Lys Tyr Lys Asp He Gly Asp 

260 265 270 

Asp Leu Asp Thr Pro Phe Val Glu Leu He Leu Lys Glu 

275 280 285 



30 



35 



<210> 5 
<211> 2230 
<212> DNA 

<213> Plodia interpunctelia 



40 <220> 

<221> CDS 

<222> (13) . . (2127) 

^ <400> 5 

ggtgggtgga eg atg aag act gtc ctg ate tta get ggc etc gtg gcc ctg 51 
Met Lys Thr Val Leu He Leu Ala Gly Leu Val Ala Leu 
so ^ 5 10 

gcc gcg ggc aac acc ttc ccg gta ttc aga tat gac cac gtc gaa act 99 
Ala Ala Gly Asn Thr Phe Pro Val Phe Arg Tyr Asp His Val Glu Thr 
55 15 20 25 

aga aaa ttg gaa gga gac ctt tta cag tac cag teg aaa ttt ctg tct 147 
Arg Lys Leu Glu Gly Asp Leu Leu Gin Tyr Gin Ser Lys Phe Leu Ser 
^ 30 35 40 45 

ctt ctt gag aat gtg aga cag att gac tac gaa gcg gag tac tac aaa 195 
Leu Leu Glu Asn Val Arg Gin He Asp Tyr Glu Ala Glu Tyr Tyr Lys 
" 50 55 60 
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gtt ggc aag ggt tac gac ate gta gcc age ata gag aac tat tet gac 243 

Val Gly Lys Gly Tyr Asp He Val Ala Ser He Glu Asn Tyr Ser Asp 
65 70 75 

caa gat gca gtc agg gcg ttt get ggt ctt cga gaa att ggt ttc atg 2BI 

Gin Asp Ala Val Arg Ala Phe Ala Gly Leu Arg Glu He Gly Phe Met 
80 85 90 



10 



ccc aaa get tac aca ttc tee att ttc tac gac agg cag aga gaa gaa 339 
Pro Lys Ala Tyr Thr Phe Ser He Phe Tyr Asp Arg Gin Arg Glu Glu 

95 100 105 15 

get aag att att tat gac ttg ttc. tac age get aaa gat ttg gac act 387 
Ala Lys He He Tyr Asp Leu Phe Tyr Ser Ala Lys Asp Leu Asp Thr 
110 H5 120 125 



20 



25 



ttc tac aag act gta gee tac ggc cga ate tat ttc aac gag tat cag 435 
Phe Tyr Lys Thr Val Ala Tyr Gly Arg He Tyr Phe Asn Glu Tyr Gin 
130 135 140 

ttc atg tat get ttc tat get gcg att att cag cgc tet gat ace aca 483 
Phe Met Tyr Ala Phe Tyr Ala Ala He He Gin Arg Ser Asp Thr Thr ^o 
145 150 155 



gga ate gtc tta eca get cca tat gaa ctg tat cct gaa tat ttc ttg 531 
Gly He Val Leu Pro Ala Pro Tyr Glu Leu Tyr Pro Glu Tyr Phe Leu 
160 165 170 



35 



aac atg tat acg ate caa aga atg tac cga aca cag atg caa agt ggt 579 40 
Asn Met Tyr Thr He Gin Arg Met Tyr Arg Thr Gin Met Gin Ser Gly 
175 180 185 

ata ttc aat gag gaa gtt get agt aac tat ggt ate tgg aag atg gat 627 *5 
He Phe Asn Glu Glu Val Ala Ser Asn Tyr Gly He Trp Lys Met Asp 
190 195 200 205 

aat aac tac tat tat tac tac aac tac tet aat ccc ttg acg tac aga 675 ^ 
Asn Asn Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Tyr Ser Asn Pro Leu Thr Tyr Arg 
210 215 220 

55 

aat cag gag tac aga ttg tet tat ttg aca gaa gac ata ggc tgg aac 723 
Asn Gin Glu Tyr Arg Leu Ser Tyr Leu Thr Glu Asp He Gly Trp Asn 
225 230 235 

60 

tet tac tat tac tac ttc cac aat ctt atg cct ttc tgg ggc aaa ggc 771 
Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Phe His Asn Leu Met Pro Phe Trp Gly Lys Gly 
240 245 250 

65 
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gag gac ttt att ggt ate ttc aag gaa cgc cgt gga gaa ttc tac tac 819 
Glu Asp Phe He Gly He Phe Lys Glu Arg Arg Gly Glu Phe Tyr Tyr 
^ 255 ,260 265 

tac ttc tat cag caa etc ttg tct cgt tac tac ctt gag cgt ttg agt 867 
Tyr Phe Tyr Gin Gin Leu Leu Ser Arg Tyr Tyr Leu Glu Arg Leu Ser 
10 270 275 280 285 

aat ggc ttg gga gaa att cca gat ttc tct tgg tac caa cct ctg agg 915 
Asn Gly Leu Gly Glu He Pro Asp Phe Ser Trp Tyr Gin Pro Leu Arg 
290 295 300 

agt ggt tac tat cca get ata tat acg age tea gee tat ccg ttt get 963 
^ Ser Gly Tyr Tyr Pro Ala He Tyr Thr Ser Ser Ala Tyr Pro Phe Ala 
305 310 315 

caa cgt ccc aac tat tat tac atg gga act gaa gaa aat gtt gac tac IQll 
25 Gin Arg Pro Asn Tyr Tyr Tyr Met Gly Thr Glu Glu Asn Val Asp Tyr 
320 325 330 



30 



45 



50 



55 



60 



65 



ate caa ttc ctt gat get cag gaa aag age ttt gtg caa ttt ctg cag 1059 
He Gin Phe Leu Asp Ala Gin Glu Lys Ser Phe Val Gin Phe Leu Gin 
335 340 345 



3^ att ggc cag ttt aag gca ttt aaa caa gat gta gac ttc cgc aac tee 1107 
He Gly Gin Phe Lys Ala Phe Lys Gin Asp Val Asp Phe Arg Asn Ser 
355 360 365 

40 aag tea ata aac ttt gtt ggc aac ttt tgg caa gga aac ccg gac ctg 1155 
Lys Ser He Asn Phe Val Gly Asn Phe Trp Gin Gly Asn Pro Asp Leu 
370 375 380 



tac gat aag tac gga agg gaa gta aac tat gac gac tec tac gaa ate 1203 
Tyr Asp Lys Tyr Gly Arg Glu Val Asn Tyr Asp Asp Ser Tyr Glu He 
385 390 

ate get cgc cgc gtg ctt ggt get get cct ccg acc tec gac aat tac 1251 
He Ala Arg Arg Val Leu Gly Ala Ala Pro Pro Thr Ser Asp Asn Tyr 
400 405 410 



gaa ttc gtg ccg tct get ctg gac ttc tac cag act tea ctt cgt gat 
Glu Phe Val Pro Ser Ala Leu Asp Phe Tyr Gin Thr Ser Leu Arg Asp 
415 420 425 



1299 



ccc gee ttc tac atg etc tat aac aag ate atg age tac att gta cag 1347 
Pro Ala Phe Tyr Met Leu Tyr Asn Lys He Met Ser Tyr He Val Gin 
435 440 445 
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tac aag gaa tgg ttg gag ccc tat gat caa gag gta ctt cac tac tec 1395 
Tyr Lys Glu Trp Leu Glu Pro Tyr Asp Gin Glu Val Leu His Tyr Ser 
450 455 460 

ggt gtc aag ate aat gac gtc agt gtt ggt aac ttg act acc ttc .ttc 1443 
Gly Val Lys lie Asn Asp Val Ser Val Gly Asn Leu Thr Thr Phe Phe 
465 470 475 



10 



gag tac tat gac ttc aac gcc acc aat gca gtt ttc tta agt gac caa 1491 
Glu Tyr Tyr Asp Phe Asn Ala Thr Asn Ala Val Phe Leu Ser Asp Gin 

480 485 490 15 

gag att caa caa caa tat tct tea ttc ate gta cgt caa ccg cgt ttg 1539 
Glu He Gin Gin Gin Tyr Ser Ser Phe He Val Arg Gin Pro Arg Leu 
495 500 505 



20 



aac cac gaa cct ttc tec gtg acc ate gat gtt aag tct gac gtt gag 1587 
Asn His Glu Pro Phe Ser Val Thr He Asp Val Lys Ser Asp Val Glu 
515 520 525 



75 



gcg gaa gcg tac ttc aag ate ttt gtt ggt cct aaa tat gat gga gaa 1635 
Ala Glu Ala Tyr Phe Lys He Phe Val Gly Pro Lys Tyr Asp Gly Glu » 
530 535 540 



ggt cgc cct ctt age ttg gaa gat aac tgg atg aac ttc gtg gaa ttg 1683 
Gly Arg Pro Leu Ser Leu Glu Asp Asn Trp Met Asn Phe Val Glu Leu 
545 550 555 



35 



gac tgg tte ace cac aaa ttg acg tea gga cag aac aag gtt gag cgc 1731 ^ 
Asp Trp Phe Thr His Lys Leu Thr Ser Gly Gin Asn Lys Val Glu Arg 
560 565 570 

aaa tct gag gaa ttc ttc ttc ttt aaa gag gac tec gtc tea atg tct 1779 ^ 
Lys Ser Glu Glu Phe Phe Phe Phe Lys Glu Asp Ser Val Ser Met Ser 
575 580 585 

aag ate tat gaa etc ctg aaa cag ggc cag gta cct gaa age atg tec 1827 ^ 
Lys He Tyr Glu Leu Leu Lys Gin Gly Gin Val Pro Glu Ser Met Ser 
595 600 605 

55 

gaa gac tac gac tct atg cea age aga ctg atg ttg ccc aga ggc act 1875 
Glu Asp Tyr Asp Ser Met Pro Ser Arg Leu Met Leu Pro Arg Gly Thr 
610 615 620 

60 

ccg ggt ggt ttc cct gta cag ttc tte gtc ttc' gtg tac cea tac caa 1923 
Pro Gly Gly Phe Pro Val 61n Phe Phe Val Phe Val Tyr Pro Tyr Gin 
625 630 635 

65 
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get etc age aaa gac eta gag get atg aag aat ate ate ctt gae aac 1971 
Ala Leu Ser Lys Asp Leu Glu Ala Met Lys Asn lie lie Leu Asp Asn 
^ 640 645 650 

aaa cct ttg ggc tat cca ttt gac cgt cct gtc gag tac ceg tat etc 2019 

Lys Pro Leu Gly Tyr Pro Phe Asp Arg Pro Val Glu Tyr Pro Tyr Leu 
10 655 660 665 

> 

ttc tta caa cct aat atg tac ttt gaa gac gtc aat ate tac cac aga 2067 

Phe Leu Gin Pro Asn Met Tyr Phe Glu Asp Val Asn He Tyr His Arg 
" 670 675 680 685 

ggc cct caa tac ccc tgg tgg agt aat ggc caa ttc cgt ctg aat gaa 2115 
^ Gly Pro Gin Tyr Pro Trp Trp Ser Asn Gly Gin Phe Arg Leu Asn Glu 
690 695 700 

. gta cct aga caa taaaggagag agaaagagtt cttgaaccaa aacatttaaa 2167 
25 Val Pro Arg Gin 
705 

getagtagaa cactatagtc acaataaaat aaaaattttt atagtaaaaa aaaaaaaaaa 2227 

30 

aaa 2230 



35 

<210> 6 
<211> 705 
<212> PRT 
40 <213> Plodia interpunctella 

<400> 6 

Met Lys Thr Val Leu He Leu Ala Gly Leu Val Ala Leu Ala Ala Gly 
^1 5 10 15 

Asn Thr Phe Pro Val Phe Arg Tyr Asp His Val Glu Thr Arg Lys Leu 
^ 20 25 30 

Glu Gly Asp Leu Leu Gin Tyr Gin Ser Lys Phe Leu Ser Leu Leu Glu 
35 40 45 

55 

Asn Val Arg Gin He Asp Tyr Glu Ala Glu Tyr Tyr Lys Val Gly Lys 
50 55 60 

^ Gly Tyr Asp He Val Ala Ser He Glu Asn Tyr Ser Asp Gin Asp Ala 
65 70 75 80 

Val Arg Ala Phe Ala Gly Leu Arg Glu He Gly Phe Met Pro Lys Ala 

6S 
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85 



90 



95 



Tyr Thr Phe Ser He Phe Tyr Asp Arg Gin Arg Glu Glu Ala Lys He 
100 105 no 

He Tyr Asp Leu Phe Tyr Ser Ala Lys Asp Leu Asp Thr Phe Tyr Lys 
115 120 125 

Thr Val Ala Tyr Gly Arg He Tyr Phe Asn Glu Tyr Gin Phe Met Tyr 
130 135 

Ala Phe Tyr Ala Ala He He Gin Arg Ser Asp Thr Thr Gly He Val 
150 155 160 

Leu Pro Ala Pro Tyr Glu Leu Tyr Pro Glu Tyr Phe Leu Asn Met Tyr 
165 170 175 

Thr He Gin Arg Met Tyr Arg Thr Gin Met Gin Ser Gly He Phe Asn 
180 185 190 

Glu Glu Val Ala Ser Asn Tyr Gly He Trp Lys Met Asp Asn Asn Tyr 
195 200 205 

Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Tyr Ser Asn Pro Leu Thr Tyr Arg Asn Gin Glu 
210 215 220 

Tyr Arg Leu Ser Tyr Leu Thr Glu Asp He Gly Trp Asn Ser Tyr Tyr 
225 230 235 240 

Tyr Tyr Phe His Asn Leu Met Pro Phe Trp Gly Lys Gly Glu Asp Phe 
245 250 255 

He Gly He Phe Lys Glu Arg Arg Gly Glu Phe Tyr Tyr Tyr Phe Tyr 
260 265 270 

Gin Gin Leu Leu Ser Arg Tyr Tyr Leu Glu Arg Leu Ser Asn Gly Leu 
275 280 285 

Gly Glu He Pro Asp Phe Ser Trp Tyr Gin Pro Leu Arg Ser Gly Tyr 
290 295 300 

Tyr Pro Ala He Tyr Thr. Ser Ser Ala Tyr Pro Phe Ala Gin Arg Pro 
310 315 320 



Asn Tyr Tyr Tyr Met Gly Thr Glu Glu Asn Val Asp Tyr He Gin Phe 
325 330 335 

Leu Asp Ala Gin Glu Lys Ser Phe Val Gin Phe Leu Gin He Gly Gin 
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345 350 



Phe Lys Ala Phe Lys Gin Asp Val Asp Phe Arg Asn Ser Lys Ser lie 



355 



360 



365 



10 



Asn Phe Val Gly Asn Phe Trp Gin Gly Asn Pro Asp Leu Tyr Asp Lys 
370 375 380 



IS 



20 



Tyr Gly Arg Glu Val Asn Tyr Asp Asp Ser Tyr Glu lie lie Ala Arg 
385 390 395 400 

Arg Val Leu Gly Ala Ala Pro Pro Thr Ser Asp Asn Tyr Glu Phe Val 
405 410 415 

Pro Ser Ala Leu Asp Phe Tyr Gin Thr Ser Leu Arg Asp Pro Ala Phe 
420 425 430 



Tyr Met Leu Tyr Asn Lys lie Met Ser Tyr lie Val Gin Tyr Lys Glu 
435 440 445 



30 



Trp Leu Glu Pro Tyr Asp Gin Glu Val Leu His Tyr Ser Gly Val Lys 
450 455 460 



35 



40 



lie Asn Asp Val Ser Val Gly Asn Leu Thr Thr Phe Phe Glu Tyr Tyr 
465 470 475 480 

As£ Phe Asn Ala Thr Asn Ala Val Phe Leu Ser Asp Gin Glu He Gin 
485 490 495 

Gin Gin Tyr Ser Ser Phe He Val Arg Gin Pro Arg Leu Asn His Glu 
500 505 510 



45 



Pro Phe Ser Val Thr He Asp Val Lys Ser Asp Val Glu Ala Glu Ala 
515 520 525 



50 



Tyr Phe Lys He Phe Val Gly Pro Lys Tyr Asp Gly Glu Gly Arg Pro 
530 535 540 



55 



Leu Ser Leu Glu Asp Asn Trp Met Asn Phe Val Glu Leu Asp Trp Phe 
545 550 555 560 



60 



65 



Thr His Lys Leu Thr Ser Gly Gin Asn Lys Val Glu Arg Lys Ser Glu 
565 570 575 

Glu Phe Phe Phe Phe Lys Glu Asp Ser Val Ser Met Ser Lys He Tyr 
580 585 590 

Glu Leu Leu Lys Gin Gly Gin Val Pro Glu Ser Met Ser Glu Asp Tyr 
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595 600 605 

Asp Ser Met Pro Ser Arg Leu Met Leu Pro Arg Gly Thr Pro Gly Gly 
610 615 620 

Phe Pro Val Gin Phe Phe Val Phe Val Tyr Pro Tyr Gin Ala Leu Ser 
625 630 635 640 

Lys Asp Leu Glu Ala Met Lys Asn He He Leu Asp Asn Lys Pro Leu 
645 650 655 

Gly Tyr Pro Phe Asp Arg Pro Val Glu Tyr Pro Tyr Leu Phe Leu Gin 
660 665 670 

Pro Asn Met Tyr Phe Glu Asp Val Asn He Tyr His Arg Gly Pro Gin 
675 680 685 

Tyr Pro Trp Trp Ser Asn Gly Gin Phe Arg Leu Asn Glu Val Pro Arg 
690 695 700 

Gin 
705 



<210> 7 
<211> 1076 
<212> DNA 

<213> Plodia interpunctella 

<220> 

<221> CDS 

<222> (73).. (834) 

<400> 7 

taactgttat tgctcagtga taatagatta gttattatat tgtcaagaag ctgatacgtt 60 

tgcaaaatca tc atg aat ttc gcc ggt aaa gtt gta att gta acc ggt get 111 
Met Asn Phe Ala Gly Lys Val Val He Val Thr Gly Ala 
1 5 10 

age tec ggt att gga gea get aca get gtg ttc eta teg aaa eta ggc 159 
Ser Ser Gly He Gly Ala Ala Thr Ala Val Phe Leu Ser Lys Leu Gly 
15 20 25 

get aag ett tct ctg acg gga cgt aac gtc gag aat etc aag aaa gtt 207 
Ala Lys Leu Ser Leu Thr Gly Arg Asn Val Glu Asn Leu Lys Lys Val 
30 35 40 45 
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SO 



55 



60 
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agt cag gat tgc gaa aaa tec acc cag aca cac tac ate gcc gcc gac 255 
Ser Gin Asp Cys Glu Lys Ser Thr Gin Ttir His Tyr He Ala Ala Asp 
50 55 60 

tta acc aaa gaa aaa gat att gaa aat ate gtt aaa age acc att gat 303 
Leu Thr Lys Glu Lys Asp He Glu Asn He Val Lys Ser Thr He Asp 
65 70 75 



aaa tac gge eaa ett gac gte ctg gtc aat aat get ggc att ctt gag 351 
Lys Tyr Gly Gin Leu Asp Val Leu Val Asn Asn Ala Gly He Leu Glu 
^ SO 85 90 

act ggt tec ate gaa aac aca teg tta gee cag tac gac agg tta atg 399 
^ Thr Gly Ser He Glu Asn Thr Ser Leu Ala Gin Tyr Asp Arg Leu Met 
95 100 105 

aat aca aat gtg egc tea att tat tac tta acc atg ctg gea gtc eca 447 
25 Asn Thr Asn Val Arg Ser He Tyr Tyr Leu Thr Met Leu Ala Val Pro 
UO 115 120 125 



eac ett etc aaa aee aaa ggt aac att gtg aat gta tct agt gtc aat 
30 His Leu Leu Lys Thr Lys Gly Asn He Val Asn Val Ser Ser Val Asn 
130 135 140 



gtt gea get act att get tte ttg gcc agt gaa tta gea age aat ate 
Val Ala Ala Thr He Ala Phe Leu Ala Ser Glu Leu Ala Ser Asn He 
225 230 235 



495 



ggg ate agg tct tte cct ggt gta ctg get tae aat gtt teg aag tea 543 
Gly He Arg Ser Phe Pro Gly Val Leu Ala Tyr Asn Val Ser Lys Ser 
145 150 155 

^ get gta gat cag ttt aca aga tgt gtt gea ctt gaa ttg gee ceg aaa 591 
Ala Val Asp Gin Phe Thr Arg Cys Val Ala Leu Glu Leu Ala Pro Lys 
160 165 170 



ggg gta cga gtt aat tgt gtg aat cca gga gte att ttg aca gaa ctg 639 
Gly Val Arg Val Asn Cys Val Asn Pro Gly Val He Leu Thr Glu Leu 
175 180 185 

cag aag cgt ggg ggt ttg aac gae cag cag tat gea gea ttt ctg gag 687 
Gin Lys Arg Gly Gly Leu Asn Asp Gin Gin Tyr Ala Ala Phe Leu Glu 
190 195 200 205 

aga acc aag gag aca cat gee ttg ggc egg ceg gga aaa ceg gag gag 735 
Arg Thr Lys Glu Thr His Ala Leu Gly Arg Pro Gly Lys Pro Glu Glu 
210 215 220 



783 
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act gga gcc agt gtg cct gta gac ggt ggt cgc cat gcc atg tgt cca 831 
Thr Gly Ala Ser Val Pro Val Asp Gly Gly Arg His Ala Met Cys Pro 
240 245 250 

cga taattttttt aataaaatac atgttaattt tttttttact atttacaatt 884 
Arg 

tttcaatcca agcattttac aatgatcaaa gtgtctaaaa ccttttgaat attgtacaat 944 
aaaattttta tatattatag attaagtaaa aacgttcata tacctataat ttgtgtcata 1004 
tggatgtcca tgtgttcata tattttgtta taaccttgtt attttaaaat aaaaacaaat 1064 
aataaaaaaa aa 1076 



lie Gly Ala Ala Thr Ala Val Phe Leu Ser Lys Leu Gly Ala Lys Leu 
20 25 30 

Ser Leu Thr Gly Arg Asn Val Glu Asn Leu Lys Lys Val Ser Gin Asp 
35 40 45 

Cys Glu Lys Ser Thr Gin Thr His Tyr lie Ala Ala Asp Leu Thr Lys 
50 55 60 

Glu Lys Asp lie Glu Asn lie Val Lys Ser Thr He Asp Lys Tyr Gly 
^5 70 75 80 

Gin Leu Asp Val Leu Val Asn Asn Ala Gly He Leu Glu Thr Gly Ser 
85 90 95 

He Glu Asn Thr Ser Leu Ala Gin Tyr Asp Arg Leu Met Asn Thr Asn 
100 105 110 



10 



IS 



20 



25 



<210> 8 
<211> 254 
<212> PRT 
<213> Plodia interpunctella 

<400> 8 30 
Met Asn Phe Ala Gly Lys Val Val He Val Thr Gly Ala Ser Ser Gly 
15 10 15 



35 



40 



45 



50 



55 



Val Arg Ser He Tyr Tyr Leu Thr Met Leu Ala Val Pro His Leu Leu ^ 
115 120 125 



Lys Thr Lys Gly Asn He Val Asn Val Ser Ser Val Asn Gly He Arg 



65 
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130 .135 140 



5 Ser Phe Pro Gly Val Leu Ala Tyr Asn Val Ser Lys Ser Ala Val Asp 
145 150 155 160 

Gin Phe Thr Arg Cys Val Ala Leu Glu Leu Ala Pro Lys Gly Val Arg 
165 170 175 

Val Asn Cys Val Asn Pro Gly Val lie Leu Thr Glu Leu Gin Lys Arg 
15 180 185 190 

Gly Gly Leu Asn Asp Gin Gin Tyr Ala Ala Phe Leu Glu Arg Thr Lys 
195 200 205 

20 

Glu Thr His Ala Leu Gly Arg Pro Gly Lys Pro Glu Glu Val Ala Ala 
210 215 220 

25 

Thr lie Ala Phe Leu Ala Ser Glu Leu Ala Ser Asn He Thr Gly Ala 
225 230 235 240 

30 Ser Val Pro Val Asp Gly Gly Arg His Ala Met Cys Pro Arg 
245 250 



I^tentanspiilche 

35 

1. NuklemsSure, kodieiend fOrein alleigeces R>lypeptid, umfassend 

(a) einederinSEQIDNo. 1, 3, 5 oder 7 daigesteUlm Sequenzen oder ein Fragnra 
allergene Detenimiante davon kodiert, 

(b) eine von einv Sequenz gemaS (a) auf Gnmd der D^^eoKation des genetischeo Codes abweicbende Se- 
40 quenz, 

(c) eine Sequenz mit emBa- Identic > 80% zu einer der Sequenzen yoa (a) oder/und (b) oder 

(d) dne Sequenz, die niit dner der Sequenzen gemMfi (a), (b) odei/und (c) unter stringenteo Bedingungen hy- 
bridisiert. 

2. NukldnsSure, unfassoid dnen Beicich, dor fiir dn Pblypeptid mit ciner SEQ ID No. 2, 4, 6 oder 8 daigestellten 
45 Sequenz kodieit 

3. Rekombinantfis DNA-MolekiiL, das (a) dne Nukleotidsequeaz, die fUr dn Polyp^>tid kcxfieit, das die Antigeni- 
ziUttd»AnMgencp40 mitdcrAmmosaurescqucnzindcrSEQlDNo. 2,p33 nrit dcr Aminosaurescqucnz in der 
SEQ ID No. 4, p84 mit der Aminosaurcscquenz in der SEQ ID No. 6 oder p27 mit dcr Annnos^uiesequenz in der 
SEQ ID No. 8 besLtzt und aus AithK^xxkn abgeleitet ist, oder (b) dne Nukleotidsequenz, die mil einer Nukleodd- 

50 sequenz (a) unter stringeoten Bedingungen hybridiseit, aufweist 

4. Rckombinantes DNA-MolckQl nach cinem der Ansprflche 1-3, das dne Nukleotidsequenz umfaBt, die filr ein 
Polypeptid kodicrt, das eine antigcnc Kieuzreakdvitat und dne Wentitat > 50% mil dcm p40 Alleigen, dcm p33 All- 
eEgen, dejn p84 AUetgeo oder dem p27 AUeigen oder ihren Horoologen aus andrara Arthropoden bedtzt 

5. >fefctoi; um fassend eine NukieinsSuro nach einem der Ansprfk±e 1-4 in operativer >ferkniipfung mit dner Ex- 
55 piessionskontrollsequenz. 

6. Rdcombinanter DNA-Expressionsvektor oder cin Slooierungssystem, die cine ExprcssionskontioUscquenz be- 
sitzen, die c^)»ativ mit anem rekombinanten Molekiil wie in Anspnich 3 oder 4 besdirieb^ verknupfl ist 

7. Rekombinanter Expresdonsvektor; der eine ExpresdonskoDtroUsequ^iz besitzt, die fHinktionell mit einer Nu- 
kleotidsequenz vedmt^ft ist, die mtcr stdngenten Bedingungen mit dner Nukleotidsequenz hybridfisiert, wie sie in 

60 SEQIDNos. 1, 3, 5 oder? angegebcn isL 

8. Zdle^ tmnsfbimiert nnt einer NukleinsSure nach einem der Ansprikhe 1-4 oder einem A%ktor nach dnem der 
Ans{»iiche 5-7. 

9. Alleigenes Polypq>tid, kodieit duidi dne der Nukleinsaurea nach einem der AnspiOcbe 1-4. 

1 0. Polypeptid nadi Anspruch 9 nnt dner in SEQ ID No. 2, 4, 6, oder 8 daigestellten Aminosfiuicsequenz oder all- 
65 eigcne Fra^onente davon. 

11. Polypqilid, das nrit einem Pblypeptid nach Anspnich 9 oder la insbesondeie nrit dnem Polyp^tid der SEQ ID 
No. 2, 4, 6 oder 8 immunolpgisch kieuzreaktiv ist 

11 Po^rpeptid nach einem der AnsprOdM 9-11, dadurch gefccmizdchnet, dass es mit dnem hetoologen Vcpdd 
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Oder Polypeptid fuaomert ist 

13. Ein Polypepdd nach Anqxnich 12, dadurch gekennzeichDct, dass das heterologc Pbptid oder Polypeptid eine 
zellulosebindende Doin^e, p-Galaktosidase oder Glutathi<m S-TVansferase ist 

14. Aferwendung eanes I^^lypqpdds nach Ampnich 9-13 oder von FragmeDten eines solchen Polypeptids als Immu- 
Dogeo zur Heistellmig von Antikdipeni. 

15. AntikOrpCT gegen ein Polypepdd nach cvaem dcr Anspriiche 9-13. 

16. PharmazcuiischeZusainmensctzung,uinfasscnd: 

(a) edne Nukleins9iiie nach einem der Anspruche 1-4, 

(b) einen lekombinanten ^ktor nach einem der Anspiucbe 5-7, 

(c) eine ZeUe nach Ansprudi 8, 

(d) ein Polypeptid nacfa einem <fcr Anspruche 9-13 odahmd 

(e) einen Antik&per nach Anspnicb 15. 

17. Vfenvendung dner Zusaminensetzung nach Anspracb 16 zur Herstellung eines diagnostiscben und/oder thera- 
peutischen Mittels. 

18. \ferw«jdung nach Ansi^ruch 17 filr die ITier^e odeiAmd I^agnose von alkigiscfaen Eikzankungen. 

19. Vaf ahrcn zur Diagnose, bcvorzugt in vitio^ cincr AUeigie gegen Arthropodenpiotcinc, wobd man eine Probe 
eaner Kdiperflussigkeit aus dem Patienten, in der Andk&per gegen das Arthic^xxknprotdn venmitet woden, mil 
etnem Polypeptid nach Anspmch 6-13 imter Bedingungen in Kontakt bringt, die die Bilduz^ eines Eomplexes zwi- 
schen Amiki^rper uod dem Polypq[>tid ermSglichen, wonacli der Kbaq>lex gonesseo wird und zu der Menge 
dcs Antikerpers in der Ptobe in Beziehung gesetzt wild, wobei ein eiiifibtcar Spiegel als Zdchen einer Alleigie gegen 
das ArtfaropodBDprotein gewotet wild, die das Polypqptid enth^ 

20. ^fer&hren zur Nfessimg, voizugsweise in vitro, einer zellularen Immimieakticm, wobd ein rekombinantes oder 
synthetisches Ptotdn oder Polypeptid nach dnem der Ansprfldic ^13 zur StimulatiOT der zdlul&rcn Immunrcak- 
ti<m verwoidet wild. 

21. >^ahren zurBestimmung vod ArthropodraallBigBnen in Probrai aus derXJmwelt des Menschen, dadurch ge- 
fcennzeichnet, dass man die Aigininkinaseaktivitat (EC 2.7.3.3) in den Ptoben bestimmt 

22. Vcrfahrcn zur Bestimmung voo Arthr<^>odaialIeigcnen in Pioben aus der Umwell dcs Moischen, dadurch ge- 
krainzeichnet, dass man das V^^handcnscin dner NukleinsSuie nacfa Anspmch 1-4 oder dnes alleigene Polypeptids 
nach Anspmch 9-13 bestitnint 

23. Aferfahren zur Bestimmung voo AithropodenaUeigBnen in Proben aus der Umwelt des Menschen, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass man das Voriiandensein dcr AUagcne p40, p33, p84 odcx p27 oder ihrer Homologen bestimmt 

24. \faf ahrra nach Anspruch 22, daduich gctomzdchnet, dass man das Mahandensein dnes p40 Homologen aus 

Milbe oder Mode bestimmt 

25. \ferfahren zur Heretellung dnes Arzneimittels, das ein synthetisches oder rekombinantes Polyp^)tid nacfa Aa- 
sprucfa 9-13 eothalt und zur Hyposensibilisierung (ImmunifaCTapic) voo Patienten mit AUcigie gegen p40, p33, p84 
odcar p27 oder ihicr Homologen eingesetzt werden kann. 

26. \ferfahren zur Hersteilung dnes Arzndmittels filr die passive oder aktivelmmuntfaerapie, das solchePkagmente 
Oder Tbapeptide des Pdlyp^ds der Erfindung eothSlt, die zwar dn %itop oder mehrere Epitope, insbescMidKB 
IgE, IgG Oder IgA-Epitope, des p40, des p33, dcs p84. odor des p27 Allcigcns odcar ihrar Homologen umfassen, abcr 
mcht Qdci nur in einem stark dngeschi^nkten MaB zu einer anai^ylaktischen Eeaktion maen kikmeo. 

27. Aferwendung dner Aigininkinase zur Heratellung eines AizneiniittBla oder/imd eines riiagnngriwhAn Mittpls zur 
Behandlung von alleigischen Erkiankungen odorAind zur Bestimmung von Alleigenen. 

28. AfarwBodui^ nach Anq)ruch 27, dadurch gekcnnzdchnel, dass cine Aigim 
DCf Milbe VGTwnodet Oder bestimmt wird. 

29. Aferfahren zum Nacfaweis einer Allende. bd dem die DflnobstmottB, Bactrakte davcm oHer rfnTRlnR ttiKstandtril t> 
davon zur Bestimmung der AUeigie einges^t weiden. 

30. Allergen, dadurch gckcnnzeichnct, dass cs sich um eine Aigininkinase handelt 

31. Alleigen nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass es dch um cine Aigininkinase aus cincr Mottc oder 
einer Milbe handelt 
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ZEICHNUNGENSEma 



Nummer: 



DE 10041 541 A1 
C07K lOilOO 
14. Marz 2002 



Offsnlegungstag: 



Fig. 3 



1 TCAAGTGTCAGAAAAGCAGCAGCA 



25 ATGGTGGW^CXK:CGCTAa:CTTGAGWVATTOGAG^ 
IMVDAATLEKLBAGFSKLAAS 

85 GACTCAAAGTCGCTGCTGAAGAAATACCTCACavaSG^^ 

21DSKSL LKKYLTRBVPD ALKN 

X45 AAGAAQACCTCATTTGCOTCAACTCTCCTGGATTCTATC 
41KKTSFGSTLLDSIQSGVENL 

205 CATTCGGGTGTTGGAATTTATGCrcCAGATGCTGAG^ 
eiHSGVOIYAPDAEAYVVFADI* 

265 TTOSACCCCATaiTTGAAGATTACCACAATGGCrrTCAAGAA;^ 
BIFDPI ISDYHNGFKKTDKHPP 

325 AAGAACTGGGGAGATGTTGAGACCCTCGGGAACTTGGATCCTGC^ 

101 KNWGDVBTLGNLDPAGBFVV 

3B5 TCavCXrCGTtSTCCGCTGCGGTCGCTCCATGGAAGGCTAO^ 

121STRVRCGRSMBGYPFNPCLT 
445 GAGGCCCAATAaUU»3AAATGGAAGAGAAAGTCTCXriX:C^ 

141 KAQYKEMEBKVS5TLSGLBG 
505 GAACTGAAAGGCACCTTTTTCCXACT^ 

161 EI/KGTPFPLTGMSKETQQQL 

565 ATTGATGACCJVCTTCCTGTTCAAGGAGGGTGATCGCT^ 

181IDDHFLPKEQDRFLQAANAC 
625 CGCTTCTGGCCCTCCXSGTCGTGGCATCTACCAaUlTGAG^ 

20lRFWPSGRGiYHNENKTFLVW 
685 TOCAATGAGGAGGACCACCTCCGTCTGATCTCCATGCAA^ 

221CKBEDHLRLISMQMGGDLKQ 
745 GTGTACAAGAGGCTGQTGAGGGGAGTGAACGACATCGaSAAG^ 

241VYKRLVRGVNDIAKRIPFSH 
805 AACGAGCGGCTGGGCTTCCTGACrrrCTGCCCCACC^ 

261 NERLGFLTFCPTNLGTTVRA 

865 TCGGTGCACaiTCAAGCTGCCCAAGCTGGCGGCXXBlCAAGGC^^ 
281SVHIKLPKLAADKAKLBBVA 

925 AGCAAGTACCACCnXK3VGGTGCGCGGCACCCGCGGCGA^^ 

SOISKYHLQVRGTRGBKTEAEGG 
985 GTCTACXSACATClXXaACAAGAfiGCXS^ 

321VYDISNKRRMGLTBYBAVKB 

1045 ATGTAGGACGGCATCGCTOAAeiCavrCWUU^^ 
341MYDGIABL1KIEKSL* 

1105 TCTX!GOGCTATCaCTATTTTTTGTAOT 

1165 GGGGOSAGGGCXJACACrEAGTCAGCGGCCTT^^ 

1225 ATACTCTTTGGTAAAAGTATTGTCTATAAGGAAATGGAAAATAAAGA^^ 
1285 GACAAAAAAA 
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ZEICHNUNGEN SErr^4 



Nummer: 



DE10041541A1 
C07Kie/00 

14.M8rz2002 



Int aJ: 

OfTenlegungstag: 



Fig. 4 



1 ACAGGUUIJVGTAGACACACAAAGCCACCACCATGGACmS^^ 



61 ATGAACKrrGGAGAAGGACAACGCITrGGACC 

IIMKLEKDNALDRAAMCBQQAK 

121 GACGCCAACCTCCGTGCTGAGAAGGCCGAGGAGGAGGCCAGACAAT^ 
31DANLRABKAESBARQLQKRI 

181 CAGACGATTC^GAACGATCrGGACCAaACGCAGGAGGCGC^^ 
51QTIENDLDQTQEALMQVN AK 

241 CrGGftAGAGAAAGAGAAAGCrCTTCAGAAO^^ 
71£iEEKBK AI.QNA£SEVAALNR 

301 CGTATCCAACTGCTGGAAGAGGACCraSAC^^ 
91RIQLLEEDLBRSBERLATAT 

361 GCCAAACTGTCCGAAGCCAGCC»GGCrGCCGATGaW?rC^^ 

111 AKLSBASQAADB S BRARKVL 

421 GACSAACAGGTCATTGGCTGATGAAGAGCGTATGGAC^^ 

131 ENRSLADEERMDALBNQLKE 

481 CKICAGGTTCCTTGCTGAGQAAOCCGACAAGAAATACGATGAGOTrGC^^ 
ISIARFLAEBADKKYDBVARKLA 

541 ATCGTTGAGGCTGACCTOGAGaKXKrGGAGGAi^^ 

171MVEADLBRAEBRAESGSSKI 
601 GTCGAGCTTOAGGAAGAACTGCGCGTGGTTGGCAAC^^ 

191VELBBBLRVV6NNI.KSLEVS 

661 GAGOAGAAGGCCAACXauiaSTGAGGAGGACrrACAAi^ 

211 E BKANQR BEEYKNQ IKTLTT 
721 CGCXrrAAAGGAGGCTGAGGCCCGCGCTGAGTTCGCCGAGCGl^ 

231RIiKEABARABFABRSVQKLQ 
781 AAGaAGGTC<gACAGGCTTGAAGACGAACTGGTGGCTGAGAA^ 

251 KEV DRLBDELVABKEKYKDI 

841 GGTGACaftCCTGOA(»CCCCCTTCGTCGAGCTam:C^^ 
271GDDLDTPPVELILKE* 

901 GGTCAarrGGGCCTOTCCCATOCGGGGC^^ 

961 CCGCCMCGXSrSX^iPX:tiTCrG^ 
1021 TAAATCTATAGTTTTATGGCGGra.TTTATTTr^^ 
1081 TATTTAAAAAAA 
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Fig. 5 



1 GGOWGTGOACXSATaAAaACTaTCCTaXTCTTAGC^^ 

1 MKTVLXLAGLV A L A A G 

61 AACACCrrCCCGOTATTCaGATATOArai^^ 

17NTPPVPRYDHVBTRKLBGDL 
121 TTACAGTAOCMTCGAAATTTCTOTCT^^ 
37LQYQSKFLSLLBKVRQ1DYB 

181 GCGGAGTACTAOUUVGTTGGCaAGGGTTACGACATCGTAGCC^^ 
STAEYYKVGKQYD IVASIBNYS 

241 GACOU^TOCAOTCAGGGCGTTTCCI^ 
77DQDAVRAFAGLRBIGFMPKA 

301 TAOUISlTTCTCCATTTTCTACGMaGGC^^ 
S7YTPSrFYDRQRBBAKIIYDL 

361 TTCTACAGCGCTAAAGATTTGGACACTTTCTA^^ 

117FYSAKDIiDTFYKTVAYGRIY 
421 TTCA]U3GAGTATC»GTTCATGTATGC1^ 

137FNEYQFMYAFYAAIIQRSDT 
481 ACAGGAATCGTCTTACCAGCTCCATATGAACrGTATCC^^ 

157TGIVLPAPYBLYPEYFLNMY 
541 ACGATCauU^GAATGTACCGAACaaiGATGCAAMTGGT^ 

177TIQRMYRTQMQSGIPNBB V A 
601 AGTAACTATGGTATCTOGAAGATGGATAATAACTACrmT^^ 

157 SNYGIWKMDWNYYYYYMY S N 

661 CCCTTGACXSTACAGAAATCAGGAGTACAGATTGTCTTAT^^ 

217 PLTYRNQEYRLSYLTEDIG W 
721 AACTCTTACTATTACTACTTCCaCAATCTTATGTC 

237 N8YYYYFHNLMPFWGKGEDF 

781 ATTGGTATCriTOU^GGAAaSCarrGGAi^ 

257 IQ1PKERRGBPYYYFYQQI,L 
841 TCTCGTTACTAarrTGAGCGTTTGAGT^ 

277 SRYYLBRLSNaLGBIPDPSW 

901 TACCAACCTClXSAGGaGTGGTTACTATCOUSCT 

297 HQPLRSGYYPAIYTSSAYPF 
561 <KrraUU:H3TCCCaUUn'ATTAlTACATGGG^ 

317AQRPNYYYMGTBBNVDYIQF 

1021 CTTGATGCTCaGQAAAAGAGCTTTGTGCAATT^^ 
337 LDAQEKSPVQPLQIGQFKAF 

1081 AAACAAQATGTAGACTTCCGCaACTCCAAGTCAATAAA C^ 
357 KQDVDPRNSKSI»PVQWPWQ 

1141 GGAAACCCGQACCTOTAaSUVTAAOTACGGAAGGGA 

377 GNPDLYDKYOREVMYDDSYB 
^?2i ^J^^^^^^^^^^^^^COGCGTGC^^ 

337 IIARRVLGAAPPTSDMYBPV 
^S^^'^^^'^GKnrCTGGACTT^ 

417 PSALDFYQTSLROPA PYMLY 
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1321 AAaUWQATCATCAGCTJU!ATTGT^^ 
437 NRIKSYZVQYRBWLEPYOQB 

1381 GTACTTOUrTACTCCGGTGTCAAGAlX^^^ 
457 VLHYSGV. KINDVSVGNLT TF 

1441 TTCGAGTACTATGACTTCAAOGCCACC 
477 FEYYDFNATNAVPLSDQEIQ 

1501 O^AOUlTATTCTTCATTCATCGTACGTCAACCGCGm 
497 QQY^SFIVRQPHLNHBPPSV 

15C1 ACCATCaATOTTAAGTCTGAOGTTGAGGCGCSAAGCGTACrrC^^ 
517TIDVKSDVEABAYPKIPVGP 

1621 AAATATGATGGAGAAGGTCGCCCTCTTAGCTTXKSAAGATAAC^ 
537 KYDG BGRPLSLEDNWMNPVE 

1581 TTGOACTGGTTCACCCACAAATTGACGTCAGQACAfiAAC^^ 
557 LDWPTHKLTSGQNKVBRKSE 

1741 GAATTCTTCTTCTTTAAAGAGGACTCCGTCTCAATGTCT 
577 EPPPFKEDSVSMSKIYBLLK 

1801 CAGGGCCAGGTAOTmAAGCM^riXX^GAAGACT 
597 Q6QVPESMSEDYDSMPSRLM 

1851 TTGOCCAGAGGCACTaXXSCTGGTTTCCCTG 
617 XiPRGTPGGPPVQFFVFVYPY 

1921 CAAGCTCTCAGOWU^aACCTAGAGGCTATQAAGAAlATC^ 
637 QALSKDLBAMKNIII.DNKP L 

1981 GGCrATCCATTTGACCGTCCTGTOQAGTAt^^ 
657 QYPPDRPVBYPYLFLQPHMY 

2041 TTTGAAGACGTCAATATCTACCACAGAGGCCCTCAATACCCCTGGT^ 
677 PBDVNXYHRGPQYPKWSWGQ 

2101 TTCCGTCTGAATGAAGTACCTAGACAATAAAGGAGAGAGAi^^ 
697 PRLNEVPRQ* 

2161 ATTTAAAGCTAGTAGAACACrATAGTCACAATAAAATi^^ 
2221 AAAAAAAAAA 
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Fig,6 



1 tAACTGTTATTQCTCAGTGATAATAGATTASTT 

61 TGCAAAATCATCATGAATTTCGCCGGTAAAGTTGTJA^ 

MNFAGRVVIVT6ASSQ 

121 ATTGGAGCAGCTACAGCTGTGrrCCTATCGAAACTA 
ITIQAATAVPLSKLOAKLSLTG 

IBl CGTAACQTCGAGAATCTTAAGAAAGTTAGTCAG6ATTGCGAAAAATC 
37RIIVBNLICKVSQDCEKSTQ^TH 

241 TACATCGCCGCCGACTTAACCAAAGAAAAAGATATTGAAAATATOT 
57YIAADIiTKBKDIfiNlVKSTl 

301 CUlTAAATACGGCCAACTTGACGTCCnSGTCAATAA^ 
77DKYGQLDVLVNNAGILBTGS 

361 ATCGAAAACACATOnTrAGCCCAGTACGACAGGTTAA^^ 
91 lENTSLAQYDRLMKTWVHSl 

421 TATTACTTAACCATGCPGGCAGTCCaVCACCTTCTa^^ 

117YyLtMI.AVPHLLKTKGNIVK 
481 GTAT<n:]V3rV(3Ta^TGQQAT^ 

137VSSVNGIRSFPGVLAyNVSK 
541 TCAGCTSTAGATCAGTTTACAAGATGTGTTQaiCT^^ 

157SAVDQPTRCVALBLAPKGVR 

601 GTTAATTGTGTGAATCCAGGAGrCATTTTGACAGAAC^^ 

177VNCVNP QVILTELQKRGGLM 
661 GACCAGCAGTATGC»GC3lTTTCrGGAGAGAACCAAGGA^ 

197DQQYAAPLERTKBTHA L G RP^ 

721 G6AAAACX:X5GAC3GAGGITGCAGCTACTATTGCr^ 

217GKP BEVAATIAFLASBLASN 

781 ATCACTGGAGCCaiGTGTGCCrGTAGACGGTGGTCGCCATTC 

237 ITGASVPVDGGRHAMCPR* 

841 TTTTAATAAAATACATGTTAATTTTTTTT^ 
901 TTACIAATGATCAAAGTCTCTAAAACCTTT^^ 

961 ATAGATTAAGTAAAAACGmATATACCTATAATTTGTGT^ . 
1021 CATATATCTTGTTATAACCTTGTTATTTTAA^ 



101 71(V173 



BEST AVAILABLE COPY 



ZEICHNUNGEN SEITE B Nummer: DE 10041 541 A1 

Inta^: C07K16SW 
OffenlegungstBg: 14. Man 2002 

f H20 

H22 

9 H32 

§ ... H89 



», AH11 
AH12 



P4 
P9 

P19 



ft t t tt t 

cf ^ o> CD ro pr 



Fig. 7 



101 710/173 



BEST AVAILABLE COPY 




Fig. 8 



101 710/173 




101 71(V173 



i 



ZEICHNUNGEN SEITB 11 



Nummer: 
Int a7: 

Offenlegungstsg: 



DE 10041 541 A1 
C07K 1W0 

14. Marz 2002 



f 8 



+ 

I 



<L I 



45 5 



+ 
I 

+ 
I 

+ 



2 Nr + 

JZ 2o 



o 
S 5 



+ 
' + 



i k k 



Fig. 10 



1 i 



k i 



i A k 



s ^ 

(0 CM 

o ^ 

^ <L 



+ 
I 



0) ^ 

E I 

CD X 



i 



4 



k k k 



:0 
Q 



' + 
+ 

+ 

. J 




3 



X 



I 



+ 



I I 



I I 
I • 



101 7ian73 



